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RESUMO

Novaes LAC. Frequéncia e impacto clinicopatoldgico de rearranjos oncogénicos (ALK, RET e
ROS1) em pacientes brasileiros wildtype para EGFR e KRAS com cancer de pulmdo nao-

pequenas células. Dissertacdo (Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2019.

JUSTIFICATIVA: O desenvolvimento de terapias-alvo para os rearranjos dos genes ALK, RET e
ROS1 revolucionou o tratamento de pacientes com cancer de pulmdo. Os estudos de
gendmica em larga escala permitiram identificar a frequéncia destes rearranjos em diversas
etnias. Entretanto, informacdes sobre a frequéncia dos rearranjos dos genes ALK, RET e ROS1
em populagdes miscigenadas permanecem escassas. OBJETIVO: Avaliar a frequéncia de
rearranjos dos genes ALK, RET e ROS1 em pacientes brasileiros diagnosticados com cancer de
pulmdo ndo pequenas células (CPNPC) e associar o perfil molecular com os dados
clinicopatoldgicos dos pacientes. MATERIAL E METODOS: Em uma casuistica de pacientes
diagnosticados com CPNPC EGFR/KRAS wildtype (n=148), foi investigada a presenca de
rearranjos dos genes ALK, RET e ROS1 por meio da tecnologia nCounter (NanoString
Technologies) utilizando o painel costumizado Elements XT. Para a confirmacado dos resultados
obtidos, foram realizados os testes de FISH, IHQ ou NGS em um conjunto de amostras. A
ancestralidade genética dos casos de CPNPC foi investigada e as proporc¢ées de ancestralidade
foram categorizadas em tercis. Para a associacao da presenca de rearranjos com as variaveis
clinicopatolégicas e sociodemograficas foram utilizados os testes qui-quadrado, exato de
Fisher, regressao linear e, para as analises de sobrevida, os de testes Log-Rank e regressao de
Cox. RESULTADOS: Das 148 amostras dos pacientes wildtype para muta¢des nos genes
EGFR/KRAS, a média de idade foi de 60 anos, sendo a maioria dos casos homens,
autodeclarados brancos, com histérico tabagista e tipo histolégico adenocarcinoma. O
estadiamento da doenca, a presenca de metdstase, perda de peso, performance status e
ancestralidade asiatica foram associados com um melhor desfecho clinico dos pacientes. A
frequéncia de rearranjos no gene ALK foi de 13% (n=14,2); ALK com menor idade ao
diagndstico, pacientes nunca fumantes e presenca de metastase no sistema nervoso central.
A frequéncia de rearranjos no gene RET foi 1,3% (n=2) e no gene ROS1 0,7% (n=1). A frequéncia
dos rearranjos do gene ALK foi de 6% (21/348) em casuistica de pacientes com dados das
analises moleculares (EGFR/KRAS/ALK/RET/R0OS1). Foi realizada IHQ para ALK em 7 amostras

e observou concordancia de 85% com o resultado encontrado pelo NanoString. Os individuos



apresentaram um perfil de ancestralidade predominante europeu (EUR=75,1%; ASN=6,4%;
AME=5,9%; AFR=12,5%), porém, ndao houve associacao entre presenca de rearranjos em ALK
com ancestralidade. CONCLUSAO: A frequéncia dos rearranjos do gene ALK mostrou-se alta
em uma casuistica miscigenada e existe associacdao da presencga de rearranjos do gene ALK
com pacientes jovens, nunca fumantes e com metdstases ao diagndstico. Os nossos resultados
contribuem para um maior conhecimento da frequéncia de rearranjos génicos em pacientes

brasileiros com CPNPC em um centro de referéncia no tratamento de cancer.

Palavras-chave: Cancer de Pulmdo Nado-Pequenas Células, medicina personalizada,

NanoString, ALK/RET/ROS1, alvos terapéuticos.



ABSTRACT

NOVAES LAC. Frequency and clinical-pathological impact of oncogenic rearrangements (ALK,
RET and ROS1) in Brazilian wildtype EGFR and KRAS patients with non-small cell lung cancer.

Thesis (Master's degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2019.

BACKGROUND: The development of targeted therapies for ALK, RET and ROS1 gene
rearrangements has revolutionized the treatment of lung cancer patients. Large-scale
genomics studies have identified the frequency of these rearrangements in various ethnicities.
However, information on the frequency of ALK, RET and ROS1 gene rearrangements in mixed
populations remains scarce. OBJECTIVE: To evaluate the frequency of ALK, RET and ROS1 gene
rearrangements in Brazilian patients diagnosed with NSCLC and to associate the molecular
profile with the clinicopathological data of the patients. MATERIAL AND METHODS: In a series
of patients diagnosed with NSCLC EGFR/KRAS wildtype (n = 148), the presence of
rearrangements of the ALK, RET and ROS1 genes by nCounter technology (NanoString
Technologies) using the custom panel was investigated. Elements XT. To confirm the results
obtained, FISH, IHQ or NGS tests were performed on a set of samples. The genetic ancestry of
the NSCLC cases was investigated, and the ancestral proportions were categorized into
tertiles. For the association of the presence of rearrangements with the clinicopathological
and sociodemographic variables, the chi-square, Fisher's exact test, linear regression and the
survival analyzes were performed using the Log-Rank and Cox regression tests. RESULTS: Of
148 In wildtype patient samples for mutations in the EGFR/KRAS genes, the mean age was 60
years, most of them male, self-declared white, with a smoking history and adenocarcinoma
histological type. Staging of the disease, presence of metastasis, weight loss, performance
status, and Asian ancestry associated with better clinical outcome of patients. The frequency
of rearrangements in the ALK gene was 13% (n = 14.2); associate with younger at diagnosis,
never smokers, and central nervous system metastasis. The frequency of rearrangements in
the RET gene was 1.3% (n = 2) and in the ROS1 gene 0.7% (n = 1). The frequency of ALK gene
rearrangements was 6% (21/348) in a series of patients with molecular analysis data (EGFR /
KRAS / ALK / RET / ROS1). IHQ was performed for ALK in 7 samples and observed 85%
agreement with the result found by NanoString. The individuals had a predominant European
ancestry profile (EUR = 75.1%; ASN = 6.4%; EBF = 5.9%; AFR = 12.5%), but there was no

association between presence of ALK rearrangements. with ancestry. CONCLUSION: The



frequency of ALK gene rearrangements was high in a mixed sample and there is an association
of ALK gene rearrangements with young patients, never smokers and with metastases at
diagnosis. Our results contribute to a better understanding of the frequency of gene

rearrangements in Brazilian NSCLC patients at a referral center for cancer treatment.

Keywords: Non-Small Cell Lung Cancer, personalized medicine, NanoString, ALK /RET / ROS1,
therapeutic targets.



1 INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia do Cancer de Pulmao

O cancer de pulmao é a principal causa de morte por cancer no mundo (1,76 milhdes de
mortes)!, com uma estimativa para 2018 de 2,09 milh&es de novos casos tornando-se o cdncer

mais incidente no mundo (Figura 1).
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Figura 1. NUmero de casos e mortalidade para os cinco tipos de cancer mais incidentes e que
levam a ébito globalmente?.

Para os anos de 2018 e 2019, é estimado aproximadamente 32 mil novos casos de
cancer de pulmao, entre homens e mulheres no Brasil, com estimativa de 18,16 novos casos
de cancer de pulmao em 100 mil homens e 11,81 novos casos em 100 mil mulheres (Figura

2)2.



Localizacao Primaria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%

Calon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estomago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulméo ~ 12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Estfago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Qvario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

*Numeros arredondados para mdltiplos de 10.

Figura 2. Distribuicdo dos tipos de cancer mais incidentes no Brasil estimados para 2018 por
sexo. Dados INCA, 2018. *Exceto caso de pele ndo melanomaZ.

No ano de 2017, 486 novos casos de cancer de pulmao foram diagnosticados no Hospital
de Cancer de Barretos (Hospital de Amor — Barretos), sendo 272 casos do sexo masculino e
216 do sexo feminino (Figura 3). De todos os casos diagnosticados em 2017, quase 70% dos
casos foram diagnosticados em estadiamento avangado (Ill/IV) (Figura 4a); e com sobrevida

em 5 anos inferior a 10% (Figura 4b).

®

N=1272 N=1216

Figura 3. Infografico do niemro de novos casos de cancer de pulmao em 2017, no Hospital de
Cancer de Barretos. Dados gerados pelo departamento de Registro Hospitalar HCB.
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Figura 4. Graficos representando o estadiamento clinico (A) e a sobrevida global em 5 anos
(B) dos casos de cancer de pulmao admitidos no Hospital de Amor.

1.2 Fatores de risco

O principal fator de risco associado ao cancer de pulmao é o tabaco. O habito de fumar
cigarro, que contém diversas substancias cancerigenas incluindo o tabaco, é a causa principal
em aproximadamente 80% dos casos de cancer de pulmao3. Além disso, o risco do individuo
ter cancer de pulmdo aumenta em relacdo a quantidade de cigarros fumados ao dia e ao
tempo de exposicdo ao longo dos anos? 3. Pessoas que convivem com tabagistas podem ter
um maior risco em desenvolver a doencga por estarem expostas a fumacga dos cigarros do
fumantes3. Fatores ocupacionais, como a inalacdo de particulados (amianto), e fatores
ambientais, como poluicao do ar e exposicdo a agrotdxicos, também estdo relacionados ao

aumento do risco para o desenvolvimento de cancer de pulm3o® 4.



1.3  Diagnéstico, Estadiamento e Progndstico do Cancer de Pulmao

O diagndstico de cancer de pulmao pode ser realizado por meio dos exames de Raio-X
de toérax, tomografia computadorizada, PET scan, broncoscopia e confirmagdo por bidpsia
transtordcica. O raio-X é um exame mais rapido, barato e de maior acesso pela populacao
quando comparado a tomografia computadorizada, entretanto, a tomografia tem a vantagem
de possuir uma projecdo de imagens com maior quantidade de detalhes, tornando o
diagndstico mais confidvel> ©, O PET scan é uma técnica moderna, com maior sensibilidade
comparado a tomografia computadorizada, considerada uma ferramenta auxiliar no
diagnéstico dos pacientes com cancer de pulmdo, permitindo identificar possiveis lesdes
metastdticas, e monitoramento da doenca. No entanto, o PET-scan é um exame de alto custo
e com uma acessibilidade restrita a instituicdes de referéncia® . A confirmacdo do diagndstico
de cancer de pulmao é obtida por meio da realiza¢do de coleta do material tumoral por bidpsia
ou resseccao cirurgica para analise histopatoldgica, podendo ou ndo ser realizado em

conjunto com exames imunohistoquimicos para definicdo mais precisa da histologia.

O estadiamento da doenca é realizado conforme as recomendacdes do AJCC (do inglés
American Joint Committee on Cancer)’ e é um importante fator progndstico para os pacientes.
Os tumores sao classificados em estadios 0, I, 11, Il e IV de acordo com as caracteristicas do
tumor primario (T), invasdo linfonodal (N) e a presenca de metastase (M) 7. As recomendacdes
da AJCC sdo constantemente reavaliadas e é importante que o estadiamento seja realizado

na edicdo vigente da AJCC’.

Além do estadiamento, o performance status (PS ECOG) e o indice de massa corporal
ao diagndstico, bem como a perda de peso nos ultimos seis meses e o sexo do paciente
também s3o considerados fatores progndsticos & °. Assim, um diagndstico em estagio inicial,
um bom estado clinico do paciente e ser do sexo feminino sdo indicativos de um melhor
progndstico® °. Além destes fatores progndsticos, alguns biomarcadores também podem ser
utilizados para a determinacdo do progndstico (biomarcadores progndsticos), como as

mutacdes do gene KRAS, que estdo associadas a um pior progndstico®.



14 Tratamento

O tratamento dos pacientes com cancer de pulmao pode ser realizado por ressec¢ao
cirtrgica, radioterapia e terapia sistémica (quimioterapia, terapia-alvo, imunoterapia)* a

depender do estadiamento ao diagndstico, tamanho da lesdo e condicdes clinicas do paciente.

O tratamento cirurgico ou tratamento curativo é indicado para os pacientes que sdo
diagnosticados em estadio | ou Il da doencga. O tipo de cirurgia a ser realizado no paciente
dependerd da localizacdo e extensdo do tumor, podendo ser uma pneumectomia (resseccao
de um dos pulmdes contendo a lesdo), lobetomia (resseccdao do lobo contendo a lesdo) ou
segmentectomia (resseccdo do segmento com a les3o)* 112, Para a realizacdo da cirurgia é
necessario uma avaliacao das condic¢des clinicas do paciente (Performace Status — PS ECOG)
dos exames de imagens, garantindo que o paciente terad total condicdo para realizar o
procedimento invasivo e recuperar-se da cirurgia. A cirurgia ndo é restrita a pacientes de

estadiamento inicial, sendo indica em casos especificos como esvaziamento linfonodal*.

A radioterapia é um tratamento nao-cirurgico localizado, com o objetivo de controlar
o crescimento tumoral e diminuir o uso de terapias sistémicas. A radioterapia pode ser
indicada para pacientes com cancer de pulmdo como terapia definitiva nos casos de doenca
localmente avanc¢ada, combinada ou ndao com quimioterapia, ou em pacientes de estadio
inicial. Além disso, o tratamento também pode ser realizado nos pacientes direcionados a
cirurgia, em momento pré ou pos cirdrgico. A radioterapia é indicada indicada também nos

pacientes paliativos, afim de tratar lesdes recorrentes e metastases® 13 14,

A guimioterapia é um tratamento sistémico indicado para pacientes diagnosticados
em estadios Il e IV, que apresentem um bom estado clinico para realizacao do tratamento.
Nos pacientes direcionados a este tipo de tratamento, quimioterapias baseadas em platina
trazem beneficios aos pacientes® 13 14 A quimioterapia pode ser realizada como tratamento
neoadjuvante (pré-operatdrio) ou adjuvante (pds-operatério com o intuito de maximizar os
efeitos do tratamento cirdrgico)*. O outro tipo de tratamento sistémico é a terapia alvo, este
tipo de tratamento se baseia na utilizacdo de drogas especificas para determinada alteragao
genética que pode ser encontrada no tumor do paciente com cancer de pulm3o (Tabela 1)°.

A terapia alvo é indicado aos pacientes com estadio avangado na intencdo de tratamento



paliativo, sem a intencdo curativa. Os inibidores de tirosina quinase (TKls — Tyrosine Kinase
Inhibitors) sdao farmacos utilizados como terapia alvo em pacientes com CPNPC, que tenham
como alteracdo genética mutacbes no gene EGFR, ou no gene BRAF ou rearranjos do gene
ALK, por exemplo # >, A imunoterapia é outro tratamento sistémico paliativo e utiliza
inibidores atuantes em checkpoints da resposta imunolégica, podendo tratar os pacientes
com CPNPC. A partir do nivel de expressao do ligante do receptor PD-1 (PD-L1) é indicado o
uso da imunoterapia®. Assim, no contexto de medicina personalizada, a identificacdo de
alteragGes genéticas de relevancia clinica em pacientes com CPNPC é importante para um

melhor manejo clinico.

Tabela 1. Alteragbes genéticas encontradas em pacientes com CPNPC e os farmacos
inibidores *°.

Frequéncia pacientes com

Gene  Alteragao CPNPC Farmacos aprovados pela FDA
gefitinib, afatinib, erlotinib,

EGFR Mutagao 22%* osimertinib

KRAS Mutagao 20%? -

BRAF Mutagao 2-4%" vemurafeninb
crizotinib, ceritinib, alectinib,

ALK Rearranjo 2-7% lorlatinib

RET Rearranjo 1-2% -

ROS1 Rearranjo 1-2% crizotinib

NTRK  Rearranjo 1-2% larotrectinib

a-populacdo brasileiral® b-mutacdes BRAF V600E

1.5 Histologia

O cancer do pulmao é classificado, de acordo com a histologia do tumor, em dois tipos
principais: cancer de pulmdo de pequenas células (CPPC) e cancer de pulmdo ndo pequenas
células (CPNPC)Y.

O cancer de pulmao de pequenas células, representa cerca de 10 a 15% dos casos de
cancer de pulmao, esta associado a uma carga tabagista elevada, comportamento bastante
agressivo e os pacientes apresentam rapida evoluc¢do da doencga 182°..

O céancer de pulmado de ndo pequenas células é o tipo histolégico mais frequente entre
os pacientes com cancer de pulmao, representando cerca de 80 a 85% dos casos, podendo ser
localmente avancado ou metastatico em 70-80% dos casos. O CPNPC pode ainda ser dividido

em subtipos histoldgicos: adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de



grandes células casos '17. Os adenocarcinomas representam cerca de 47% dos casos e podem
ainda ser dividos em padrdes histolégicos (acinar, lepidico, mucinar, micropapilar, sélido e
papilar). Os carcinomas de células escamosas sdo divididos em queratinizante, nao
queratizante e basaloide. Os carcinomas de grandes células corresponde aos tumores nao
classificdveis morfologicamente ou por marcacao imunohistoquimica. De acordo com a ultima
atualizagdo da classificagdo histoldgica pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o
carcinoma neuroenddcrimo passou em ser considerado como outro subtipo histoldgico de

CPNPC, #2122 (Figura 5).
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Figura 5. Classificacdo histoldgica do cancer de pulmao.

1.6  Aspectos moleculares do cancer de pulmao

O cancer de pulmdo é uma patologia muito complexa com diversos fatores, tanto a
nivel molecular como mutacdes drivers, quanto a nivel de exposicao ambiental como o tabaco,
contribuindo para o desenvolvimento da doenca e podendo atuar sinergicamente?’. Além da
divisdo com base na morfologia celular, o cancer de pulmao pode ser dividido também de
acordo com a presenca de alteracGes moleculares, tal como o perfil mutacional, as variantes
estruturais, o perfil de expressao génica e o perfil epigenético. O perfil mutacional varia de
acordo com o tipo histoldgico do tumor e estdgio da doenca 3. As mutacdes nos genes EGFR

e KRAS estdo entre as alteragdes mais frequentemente encontradas em pacientes com



adenocarcinoma de pulm&o com relevancia clinica?®. Diversas outras alteracdes moleculares
podem ser observadas entre os casos de CPNPC, e a frequéncia destas altera¢des pode variar
em diferentes estadios da doenca?>. Um exemplo dessas diversas alteracdes que podem ser
observadas sao os rearranjos envolvendo os oncogenes ALK, RET e ROS1.

Diversas alteracdes moleculares pode ser identificadas em pacientes com CPNPC e
para algumas alteragGes drivers ja existem drogas, aprovadas pela FDA (do inglés “Food and
Drugs Administration”) para uso clinico, inibindo o efeito oncogénico dessas alteragdes e
permitindo uma reducdo do tamanho do tumor!® 2> 26 (Figura 6).Dessa forma, o
conhecimento de alteragdes moleculares especificas desta patologia, pode auxiliar no
direcionamento do tratamento de pacientes com CPNPC, permitindo o manejo clinico com

terapias-alvo?’.

Bl EGFR (sensibilidade - 17%) Erlotipib

B ALK (7%) Gefinitib

EGFR (outras - 4%) Afatinib

B MET (3%)

I >1 mutaggo (3%)

M HERe:is) Crizotinib

ROS1 (2%)
BRAF (2%)
RET (2%)
NTRK1 (1%)

1
[
|
O
1 PIK3CA (1%)
1
_

MEK (1%)
“Drivers” oncogénicos
desconhecidos (31%)

KRAS (25%)

Vemurafenib*,Dabrafenib*, Trametinib*

Figura 6. Representacdo grafica de alteragdes moleculares (mutacdes / rearranjos)
encontradas em casos CPNPC e seus respectivos farmacos inibidores. Adaptado de Hirsch et
al, 2017 %.



1.6.1 EGFR

O gene EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) esta localizado no cromossomo 7 e
codifica um receptor de membrana com atividade tirosina quinase. Este gene promove a
regulacdo da sinalizacdo das vias direcionadas a proliferacdo celular, migracdo celular,
angiogénese e escape da apoptose?” 28, A partir de mutacdes no dominio quinase do gene
EGFR ocorre a ativacao constitutivas do receptor de membrana e estimulacdo das vias
reguladas pelo gene, contribuindo para o desenvolvimento tumoral no pacientes com cancer
de pulm3o?8. As mutacdes mais frequentes do gene EGFR em pacientes com CPNPC, ocorrem
nos exon 19 (dele¢des) e exon 21 (p.L858R)?® 2°, Os pacientes que apresentam mutacdes no
gene EGFR sao direcionados ao tratamento com terapia alvo, utilizando TKIs como o gefitinib,
o afatinib ou o erlotinib®3°. No entanto, ao longo do uso do tratamento com os inibidores,
novas mutacdes podem surgir e promover resisténcia do tumor aos medicamentos, como
exemplo a mutagao p.790M que esta associada a resisténcia ao tratamento com erlotinib e

gefinib?°.

1.6.2 KRAS
O gene KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog) codifica uma proteina da

superfamilia de GTPases da via MAP quinase (RAF-MEK-ERK), promovendo a sinaliza¢do da via
de proliferacdo e sobrevivéncia celular?’- 3%, Mutac¢des no gene KRAS sdo mais frequentemente
no cédon 12 e mais raramente nos cddons 13 e 61, promovendo continuamente a proliferacao
celular através das vias MAP-quinase e fosfoinositida-3-quinase (PI3K)32. Até o momento,
nenhuma terapia alvo foi aprovada para uso nos pacientes com mutacdes no gene KRAS,
entretanto a identificacdo das mutag¢des servem como biomarcadores progndstico, em que
na sua presenca associa-se a um pior progndstico dos pacientes'® 2% 33 Além disso, as

mutac¢des do KRAS e do gene EGFR sdao mutuamente exclusivas.
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1.6.3 Rearranjos Génicos em Cdncer de Pulmdo Ndo-pequenas Células

Os rearranjos génicos ou rearranjos podem ser originados a partir da unido de

fragmentos de dois genes independentes por meio de rearranjos estruturais 34, podendo

ocorrer de diferentes formas a nivel de DNA por meio de translocacdes, insercoes,

cromotripsia, duplicacdes, dele¢des (Figura 7), entre outras, bem como durante o processo

de producdo de RNA®. Em diversos tipos de neoplasias, estas alteracdes possuem

propriedades oncogénicas, podendo atuar como alteragdes “drivers” no desenvolvimento

tumoral 3% 37, 0 mecanismo pelo qual os genes de rearranjo exercem seu papel oncogénico,

pode se dar pela desregulacdo de um dos genes envolvidos no rearranjo, normalmente um

proto-oncogene ligado a um promotor com alta expressao gerando a formagdo de uma

proteina alterada com ativacdo constitutiva de, por exemplo, uma tirosina quinase. Por esta

razdo, os rearranjos também podem ser importantes alvos terapéuticos.
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Figura 7. Representagdes esquematicas da formagdo de rearranjos génicos por (A)
Translocacdo, (B) Inser¢des, (C) Delecdes, (D) Duplicacdes, (E) Inversdes, (F) Cromotripsia®.
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Em adenocarcinoma de pulmao, rearranjos em genes considerados alvos terapéuticos
tais como EML4-ALK, KIF5B-ALK, KIF5B-RET, CD74-R0OS1 podem ocorrer em 1-6% dos casos 3%
39 Mais recentemente a identificacdo de rearranjos nos genes NTRK1, NTRK2 e NTRK3
ganharam grande importancia no tratamento de tumores sélidos, incluindo CPNPC, com o
farmaco larotrectinib, sendo a primeira droga agndstica aprovada para uso clinico®® 41, Por
meio do conhecimento desses rearranjos génicos, pode-se classificar de forma mais precisa
os subtipos moleculares do cancer de pulmao, possibilitando a estratificacdo de pacientes

para direcionamento do tratamento com terapias-alvo moleculares 4>** (Figura 8).
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*inibidores ainda ndo aprovados pelo FDA para uso clinico

Figura 8. Representacdo integrada das vias de sinalizacdo alteradas pelos rearranjos génicos
e terapias-alvo disponiveis.

1.6.4 ALK

A quinase de linfoma anaplasico (ALK, do inglés Anaplastic lymphoma kinase) é um
receptor tirosina quinase. A ligacdo do ligante ao ALK ativa a via de proteina quinase
desencadeando a sinalizagdo de vias MAPK e PI3K/Akt envolvidas na proliferacdo,
sobrevivéncia, angiogénese e migracdo das células®*(Figura 8). Diversas alteracbes
moleculares no gene ALK como mutacdes, amplificacGes e super expressdo, estdo

relacionadas ao desenvolvimento de tumores %6. Rearranjos do gene ALK foram identificados
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inicialmente em linfoma anaplésico de células grandes*’. Posteriormente, o rearranjo também
foi identificado em outros tipos de cancer, inclusive tumores miofibroblasticos inflamatérios,
linfoma difuso de células B, cancer de pulmao de células ndo pequenas (NSCLC) e carcinomas
epidermdides do esdfago, cancer colorretal e de mama*® 4°, A translocac¢do da porgdo 3’ de
ALK, do cromossomo 2, que contém o seu dominio catalitico quinase e uma porcdo 5’
promotora de determinado gene, podem ativar constitutivamente as vias relacionadas a ALK
e promover o desenvolvimento de tumores °°. O potencial oncogénico de ALK pode aumentar
por meio desses novos rearranjos (Tabela 2), observado em CPNPC, pela presenca de NPM1-
ALK e EML4-ALK, com uma frequéncia dos rearranjos em pacientes com este subtipo do cancer
de pulmio de 5-6% >% >2,

Usualmente, a presenca da translocacdo ALK-EML4 é considerada mutuamente
exclusiva com a presenca de mutacdes nos genes EGFR e KRAS, entretanto, em alguns estudos
foi identificada a presenca de rearranjos de ALK juntamente com mutacdes de EGFR ou KRAS
33,54 0 crizotinib, um potente inibidor de tirosina quinase, é capaz de diminuir a atividade
tumoral em células que apresentam rearranjos de ALK, prolongando a sobrevida global e a
sobrevida livre de progressdo da doenca em pacientes CPNPC com os rearranjos®>. Embora
grande maioria dos pacientes CPNPC com rearranjos ALK tenham beneficios com o uso do
crizotinib, alguns pacientes podem desenvolver resisténcia a terapia, devido a mutagdes e
ganho do nimero de cdpias do gene °. O ceritinib e o alectinib sdo inibidores de segunda
geracao e inibem seletivamente rearranjos ALK e com mutac¢des de resisténcia ao crizotinib,
com grande aumento da sobrevida global dos pacientes CPNPC tratados °¢°%. Portanto, a
deteccdo dos rearranjos de ALK faz-se importante para predizer uma resposta clinica favoravel

a terapia-alvo adequada quando altera¢des dos genes EGFR e KRAS estdo ausentes °°.

1.6.5 RET

O RET proto-oncogene codifica um receptor tirosina quinase que se localiza no
cromossomo 10g11.2 e a proteina codificada por este gene apresenta um dominio
extracelular, um dominio transmembrana e um dominio tirosina quinase intracelular, o qual
é ativado a partir de um complexo multimérico, sinaliza a proliferacdo, migracdo e

diferenciacdo celular ®* ®1(Figura 8).
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Rearranjos cromossdmicos ocasionados a partir de rearranjos entre a extremidade 3’
(dominio tirosina quinase) de RET e a extremidade 5 de outro gene separado, foram
inicialmente relatados em 1990, no cancer de tireoide papilar ®2. Em seguida, a presenca de
rearranjos do gene RET foi identificada em casos de carcinossarcoma pulmonar, carcinoma
epitelial ovariano, adenocarcinoma de glandula salivar, carcinoma ductal pancreatico e em
alguns casos de carcinomas colorretais e de mama®3. Tais rearranjos envolvendo o gene RET
também foram identificados em aproximadamente 1-2% dos casos de CPNPC %4, Em um
estudo analisando amostras de adenocarcinoma pulmonar de pacientes ndao-fumante por
meio de sequenciamento do transcriptoma das células tumorais identificou-se um novo gene
de rearranjo integrando a por¢3o 5’ de KIF5B e a por¢do3’ de RET . KIF5B, CCDC6, NCOA4 e
TRIM33 ja foram identificados em rearranjos com RET em CPNPC, dos quais, excluindo
TRIM33, todos se localizam no cromossomo 10 e KIF5B é o parceiro mais comum %8 (Tabela
2). Os rearranjos envolvendo RET sdao mutuamente exclusivos com mutacdes em EGFR, KRAS,
ALK 66, 69.

Os rearranjos de RET tém sido apontados como possiveis alvos terapéuticos em CPNPC
e em estudos clinicos realizados com o uso dos TKIs cabozantinib, vandetanib e lenvatinib para
o tratamento de pacientes com rearranjos RET, apresentaram respostas parciais aos
medicamentos e houve varia¢cdo da resposta de acordo com o parceiro de rearranjo entre os
pacientes 7°. Mais recentemente estudos clinicos com o composto LOX0O-292, o inibidor
altamente seletivo para rearranjos do gene RET , vém mostrando avangos no tratamentos de

pacientes com cancer de pulm3o, podendo ser em breve aprovado para uso clinico’® 72,

1.6.6 ROS1

O c-ros oncogene 1 (ROS1), localizado no cromossomo 6, codifica um receptor de
tirosina quinase e consiste de dominios extracelular, transmembrana e tirosina quinase
intracelular’®. Primeiramente identificados em linhagem celular de glioblastoma, os
rearranjos de ROS1 foram descritos em outros tipos tumorais, como colangiocarcinoma,
cancer de ovério, adenocarcinoma gastrico e em de cancer colorretal’3 7>, sendo seu potencial
oncogénico mais profundamente estudado em CPNPC 7> 7%, Os rearranjos ROS1 foram
relatados em CPNPC em cerca de 2,4% dos adenocarcinomas de pulmdo, das quais CD74-R0OS1

¢ a mais comum?’’ (Tabela 2). Os rearranjos no gene ROS1 englobam pontos de ruptura
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conservados preservando o dominio da tirosina quinase®. Rearranjos do gene ROSI
promovem o aumento da sinalizacdo das vias intracelulares ERK, PI3K/mTOR e JAK-STAT
promovendo a sobrevivéncia e a proliferacdo celular e aumento do poder de invasao celular
’3(Figura 8). Estudos clinicos demostraram que o uso de crizotinib no tratamento pacientes
com rearranjos de ROS1, apresentou alta taxa de resposta objetiva ao tratamento e aumento
da sobrevida dos pacientes tratados ’® 78, Além disso, o farmaco apresentou baixa toxicidade,
sendo que efeitos adversos foram raros e, quando presentes, eram semelhantes aos que

ocorrem em pacientes com rearranjos do gene ALK 7% 72,

Tabela 2. Lista dos parceiros conhecidos de rearranjos dos genes ALK, RET e ROS1 em CPNPC.

Gene Parceiros Gene Parceiros Gene Parceiros
CD74-R0OS1
EZR-ROS1
EML4-ALK KIF5B-RET TPM3-ROS1
KI5B-ALK CCD6-RET SLC34A2-R0OS1
TGF-ALK NCOA-RET SDC4-R0OS1
ALK HIP1-ALK RET TRIM33-RET ROS1 LRIG3-ROS1
TPR-ALK CUX-RET CCDC6-ROS1
KLC1-ALK KIAA1468-RET CLTC-ROS1
NPM1-ALK FIG-ROS1
GOPC-ROS1

1.7 Ancestralidade

A frequéncia de altera¢cdes moleculares drivers pode variar entre as etnias e pode ser
influenciada pelas proporcdes de ancestralidade dos individuos 8 8'(Figura 9). Diferentes
tipos de cancer estdo relacionados a diferentes etnias, assim a frequéncia de alteracdes
oncogénicas em cada tipo de cAncer também pode diferir entre as populacdes® . Em pacientes
com cancer de pulmao é observado que, de acordo com a origem geografica da populacao, os
biomarcadores moleculares apresentam frequéncias distintas entre as populacdes®!. As
mutagdes no gene EGFR sdao mais frequentes em pacientes de etnia asiatica, chegando a 50%
dos casos, enquanto que pacientes com etnias ndo asidticas apresentam uma maior

probabilidade em apresentarem mutac¢des do gene KRAS 1% 82, Para rearranjos do gene ALK,
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também é observado diferencas sobre a frequéncia dos rearranjos entre individuos asiaticos

em relacdo a individuos europeus e norte-americanos®..

WALK
W BRAF
M P13K
W HER2
M FullWT

Figura 9. Epidemiologia molecular do cancer de pulmao de células ndo pequenas na América
do Norte, Europa e Asia 8.

1.8 Métodos de Deteccdo de Rearranjos Génicos

Para a deteccdo dos rearranjos ALK, RET, e ROS1, podem ser utilizados atualmente
diversos métodos como a RT-qPCR (do inglés Real Time quantitative Polymerase Chain
Reaction), imunohistoquimica, hibridizacdo in situ e NGS (do inglés Next Generation

Sequencing), todos apresentando vantagens e desvantagens em suas aplicacdes 3.

1.8.1 Imunohistoquimica (IHQ)

O uso da técnica de IHQ para a identificacdo das rearranjos do gene ALK em pacientes
com CPNPC é aprovado pela FDA, sendo a técnica considerada um teste aceitavel no
diagndstico dos rearranjos, quando o resultado é claramente positivo #. A identificacdo é

realizada por meio da marcagao da proteina resultante do rearranjo génico por meio de um
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anticorpo marcado com enzima peroxidase. Na presenca do rearranjo a interacao antigeno-
anticorpo ocorre e a partir da adi¢ao de substrato, torna-se possivel a visualizagdo da presenca
da proteina oncogénica. No entanto, a técnica de IHQ é bastante dispendiosa de tempo, mao-
de-obra, sem capacidade de analise de alvos simultaneos, assim sendo necessdrio uma
qguantidade maior de tecido tumoral necessario para investigacdo de multiplos rearranjos

génicos38.

Y D * :
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Figura 10. Expressao de ALK em CPNPC. (A) Adenocarcinoma pulmonar de padrdo acinar
negativo para expressdo de rearranjo do gene ALK. (B) Adenocarcinoma pulmonar de padrao
acinar positivo para express3o de rearranjo do gene ALK. Adaptado de Oliveria et al, 2019 ¥,

1.8.2 Fluorescence in situ hybridization (FISH)

A técnica de FISH é considerada o principal método para a detec¢ao dos rearranjos do
gene ALK em pacientes com CPNPC, apds a aprovagcdo do crizotinib pela FDA para o
tratamento dos pacientes portadores desses rearranjos®. A técnica se baseia, na identificacdo
dos rearranjos por meio de sondas break-apart marcadas, especificas nas regides 3’ e 5’ do
DNA ao ponto de quebra de cada rearranjo génico. Na presenca de rearranjo génico no tecido
tumoral, é observado um distanciamento entre as duas sondas, ocasionado pela
reorganizacao da sequéncia do DNA, promovendo a fusdo da regido 3’ do oncogene com a
regido 5 de outro gene. No entanto, a metodologia também é dispendiosa, laboriosa,
semelhante a IHQ e necessita de um patologista/analista experiente, ndo permitindo analises
de multiplos alvos. Além disso, a demanda de amostra usada para a realizacdo dessas técnicas

pode ndo ser compativel com o material disponivel do paciente, uma vez que o material é
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obtido por meio de bidpsia na maioria dos casos e dificulta uma andlise multipla no caso da

necessidade da investigacdo de diversos alvos em uma Unica amostra86-88,
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Figura 11. Representacdo da identificacdo da presenca rearranjos do gene ALK nas células
tumorais. (A) Auséncia de rearranjos, sondas break-apart bem préximas entre si. (B) Presenca
de rearranjos, com espacamento entre as sondas break-apart. (C) Esquemas das sonda.

1.8.3 qPCR (Real-time Polymerase Chain Reaction)

A técnica de gPCR em tempo real, é outra metodologia capaz de identificar os
rearranjos génicos dos genes ALK, RET e ROS1 em pacientes com cancer de pulmao. A partir
do desenho de primers (iniciadores) ou sondas especificos para uma sequéncia da reagiao 3’
comum entre os rearranjos ou ao o ponto de quebra do rearranjo conhecido, é possivel
identificar a presenca dos rearranjos® 2. A técnica de gPCR apresenta maior sensibilidade e
rapidez na detec¢do dos rearranjos quando comparada as técnicas de IHQ e FISH®. No
entanto, a qualidade do material utilizado é um fator critico para um bom desempenho da
técnica de deteccdo. Além disso, a gPCR consegue identificar apenas os rearranjos

conhecidos, devido a especificidade dos primers do ensaio®-°2,

1.8.4 Next Generation Sequencing (NGS)

O uso de técnicas de analise em larga escala como a metodologia de NGS mostram um
enorme potencial como métodos diagndsticos para deteccdo de diversas alteracdes
genOmicas. A técnica de NGS apresenta alta sensibilidade e especificidade analitica superior

aos métodos tradicionais mencionados (FISH e IHQ), inclusive com a capacidade de realizar
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andlises multiplexadas com uma quantidade minima de amostra . A partir das andlises em
larga escala do genoma completo de pacientes com cancer que foi possivel a identificacdo dos
rearranjos génicos investigados em diversos tipos de tumores, como é o caso dos rearranjos
ALK, RET e ROS1 em pacientes com CPNPC88 9293,

Entretanto, existem também algumas desvantagens em sua aplicacdo, como por
exemplo o fato de ser uma técnica é laboriosa, de alto custo, com a necessidade de técnicos

com grande expertise, bem como profissional treinado para anélise dos dados gerados, % %>

88

1.8.5 Tecnologia nCounter® (plataforma NanoString)

A tecnologia nCounter® (NanoString Technologies) permite a quantificacdo de alvos
especificos em uma Unica amostra por meio de uma dupla hibridizacdo de sondas de captura
biotiniladas e sondas repérteres ligadas a cédigos de barras fluorescentes (color-code) a
sequéncias-alvo especificas. Tais cddigos de cores sdo identificados digitalmente e contados,
sendo o numero de cddigos de cada alvo-especifico diretamente proporcional ao niumero de
moléculas presentes em cada amostra (Figura 12). De acordo com o painel escolhido, pode-
se avaliar a expressdo de dezenas e até centenas de genes de interesse bem como variagdes
no numero de cdpias ou rearranjos, rearranjos e rearranjos génicas pela tecnologia nCounter®
9,97 Esta técnica é capaz de detectar fragmentos pequenos provenientes de amostras com
alto grau de degradacdo (amostras derivadas de tecido parafinado, por exemplo)3. Além
disso, a plataforma NanoString mostra eficaz em amostras de bidpsia liquida, incluindo em

amostras citoldgicas de carcinoma pulmonar®,
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Figura 12. Principios da plataforma NanoString para identificacdo e quantificacao de alvos
moleculares.

Com o avanco dos estudos sobre os rearranjos génicos, surge a necessidade do
aprimoramento de metodologias de diagndstico, capazes de identificar diversos rearranjos
com maior rapidez, sensibilidade, custo reduzido e utilizacdo de amostras coletadas
rotineiramente, tais como tecidos parafinados. Alguns estudos utilizando a plataforma
Nanostring identificaram rearranjos dos genes ALK, RET e ROS1 em amostras de tecido
tumoral pulmonar congelado, parafinado e em amostras citoldgicas®®, demonstrando ser uma
metodologia robusta, rapida, com grande precisdo dos resultados em amostras de baixa
qualidade e quantidade, em relacdo as outras metodologias utilizadas, como FISH, RT-qPCR e
NGS38(Tabela 3). A presenca de rearranjos de ALK em amostras FFPE de cancer de pulm3o foi
identificada em 30% (13/43) dos casos em trabalho do nosso grupo, pela plataforma
NanoString, sendo os resultados validados por FISH e IHQ com concordancia de 93% e 98%,
respectivamente3®. No entanto, até o presente momento, a tecnologia nCounter® n3o é
empregada para a deteccdo de rearranjos na rotina diagndstica para direcionamento do
manejo clinico dos pacientes com CPNPC. Tendo em vista as vantagens da plataforma
Nanostring em relagdao metodologias atualmente empregadas para detec¢ao dos rearranjos
ALK, RET e ROS1 na rotina diagndtica de cancer de pulmdo, esta tecnologia mostra-se

extremamente promissora3é.
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Tabela 3. Comparacdo entre os métodos FISH, IHC, gRT-PCR, NGS e NanoString usados na
identificacdo de rearranjos.

Pardmetros FISH IHC qRT-PCR NGS NanoString
Reagentes */** k% %k **/*** * **/***
Custo
Hardware e Software *k *kx *x * *
Input de RNA NA NA * rEkx *k
Amostras de baixa qualidade ** [x*
Aspectos Tempo de bancada * [xk * [xk ** * [xk *ok ok
técnicos Tempo da técnica e analise dos
resultados * %k * %k %k %k * **/***
Interpretacdo dos resultados * [xk * [xk ** *okx *ok
Throughput * * [k * % *kk K Ak
Acuracia em baixa concentragdo NA NA ** *[** *kk
Desempenho  Resultados quantitativos * [xk * [xk *k *ok ok *ok ok
Detecgdo de variantes * * ** ok S e

*baixo; **intermedidrio; ***alto; NA-n3o aplicdvel (adaptado Evangelista et al, 201738).
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2 JUSTIFICATIVA

A identificagao de biomarcadores em amostras tumorais de pacientes com cancer de
pulmdo ndo pequenas células, permite, atualmente, um tratamento mais eficaz com a
utilizacdo de terapias-alvo. De acordo com as diretrizes da ASCO para indicacdo do tratamento
com inibidores de tirosina quinase, devem ser realizadas andlises moleculares para
investigacdo de mutacdes dos genes EGFR, KRAS, BRAF, e também a pesquisa de rearranjos

dos genes ALK e ROS1.

Estudos realizados em outros paises identificaram a frequéncia dos rearranjos dos
genes ALK, RET e ROS1 em pacientes com cancer de pulmao ndo pequenas células. Entretanto,
os dados sobre frequéncia dos rearranjos do gene ALK sdo escassos e dos rearranjos dos genes
RET e ROS1 sdo ausentes na populagdo brasileira. Além disso, a frequéncia destes rearranjos
pode ser diferente em um pais miscigenado, sendo que a etnia da populacdo avaliada tende
a influenciar na frequéncia das altera¢6es moleculares presente nos pacientes com cancer de

pulmao.

A presenca dos rearranjos dos genes ALK, RET e ROS1 ja foi descrita associada a
pacientes jovens e ndao fumantes em outras populagdes, no entanto, ndo é descrito se o
impacto clinicopatoldégico em uma casuistica brasileira esta em conformidade com o
observado na literatura. Dessa forma, o conhecimento da frequéncia dos rearranjos dos genes
ALK, RET e ROS1, bem como o impacto clinicopatoldgicos dessas alteragdes em pacientes
brasileiros com cancer de pulmao se faz importante, podendo assim auxiliar no manejo clinico

dos pacientes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a frequéncia e impacto clinicopatolégico dos rearranjos dos genes ALK, RET e
ROS1 em pacientes brasileiros wildtype para os genes EGFR e KRAS com cancer de pulmao

ndo-pequenas células.

3.2  Objetivos especificos

e Determinar a frequéncia de rearranjos dos genes ALK, RET e ROS1.

e Correlacionar a presenca dos rearranjos dos genes ALK, RET e ROS1 com varidveis
sociodemograficas, clinicopatoldgicas, desfecho da doenca e ancestralidade dos
pacientes.

e Confirmar os resultados de rearranjos dos genes ALK, RET e ROS1 por métodos utilizados

atualmente na rotina diagndstica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica e Coleta de Dados

Este é um estudo observacional retrospectivo, aprovado pelo Comité de ética em
pesquisa (CEP) do HCB (Projetos n2. 630/2012 e 1139/2016) e desenvolvido no Centro de
Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM) do Hospital de Cancer de Barretos, Fundacdo Pio
XIl. O nimero amostral para o estudo foi designado por conveniéncia. A casuistica do estudo
é composta por 496 pacientes com cancer de pulmado nao pequenas células diagnosticados no
Hospital de Cancer de Barretos. Foram considerados como critérios de inclusdo para pesquisa
de rearranjos ALK/RET/ROS1, pacientes CPNPC com indica¢do para analise molecular com
finalidade de manejo clinico, sem mutacdes nos genes EGFR/ KRAS 1° e disponibilidade de
material biolégico (tecido parafinado) no setor de patologia do Hospital. Os dados
clinicopatolégicos e sociodemograficos dos pacientes foram previamente coletados e
armazenados em banco de dados online RedCap®® (Anexo 1) e todos os dados de seguimento

foram atualizados para as anadlises estatisticas.

4.2 Processamento das amostras — Extracdo de RNA

Foi realizada a extracao de RNA a partir de amostras dos tumores em blocos de parafina
(FFPE), seccionadas em 5 cortes com espessura de 10uM fixadas em laminas. Uma das laminas
foi corada com hematoxilina e eosina (H&E) e avaliada por patologista experiente para
identificagdo e sele¢ao da area de tecido tumoral. O RNA foi extraido com kit comercial
(RNeasy FFPE Mini Kit, Qiagen) conforme as instru¢des do fabricante. Inicialmente foi
realizado a raspagem da area tumoral em tubos eppendorfs e desparafinizacdo do tecido com
a utilizacdo de solucdo desparafinizante comercial. Apds essa etapa foi realizada a lise do
tecido com a adicdo buffers e proteinase K, seguida da incubag¢do em termobloco por 30 min
(15min-56°/15min-86°). Na proxima etapa foi realizado a lavagem e purificacdo do RNA
presente no lisado do tubo, por meio do uso de colunas de silica do kit comercial. Ao final do
processo foi realizado a eluicdo do RNA isolado e quantificacdo da amostra por
espectrofotometria (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), armazenada

em freezer a -80° até o momento das analises.
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4.3  Andlise Molecular — Detecgao de rearranjos nos genes ALK, RET e ROS1

O painel utilizado para a andlise das amostras do presente estudo é o nCounter®
Elements XT (NanoString Technologies, Seattle, WA, EUA). O nCounter® Elements XT é um
painel customizado designado para a avaliacao de transcritos utilizando sondas especificas
(https://www.nanostring.com/products/custom-solutions/custom-codesets), a partir de 100
ng de RNA total °’. O painel contempla 60 sondas, representando as regides 5’ e 3’ dos genes
ALK, RET e ROS1, e os parceiros de rearranjo destes genes (Tabela 4). As amostras de RNA
foram hibridizadas com sondas especificas aos transcritos dos rearranjos por 21 horas a 672C.
A seguir, as amostras hibridizadas foram processadas pela PrepStation (NanoString
Technologies), para lavagem das sondas ndo hibridizadas e fixacdo no cartucho de leitura. Em
seguida, o cartucho contendo as amostras ligadas as sondas é escaneado pelo Digital Analyzer
(NanoString Technologies) para contagem dos transcritos (Figura 13). Durante os
experimentos, foram usados como controles as linhagens celulares de adenocarcinoma
pulmonar H2228% (positiva para translocacdo de ALK) e Calu3!°}(negativa para translocacdo
de ALK) e controle comercial Horizon, positivo para os 3 rearranjos de ALK, RET e ROS1

(Horizon Discovery, Cat. No.: HD784).
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Figura 13. Fluxo de trabalho resumido da metodologia NanoString.
Tabela 4. Painel ALK/RET/ROS1.
Painel Elements XT ALK/ RET/ ROS1
Sondas de ALK RET ROS1
Desbalango
Sondas regido 5’ 4 4 4
Sondas regido 3’ 4 4 4
EML4-ALK! CCDC6-RET CD74-R0OS1
KIF5B-ALK? KIF5B-RET? EZR-ROS1
Parceiros de TGF-ALK GOPC-ROS1*
Rearranjo HIP1-AL LRIG3-ROS1
TPR-ALK SLC34A2-ROS1*
TPM3-ROS1
SDC4-ROS1*
Genes Endogenos GAPDH | GUSB | OAZ1 | POLR2A

1 Inclui 6 variantes de rearranjo. ? Inclui 4 variantes de rearranjo. 3 Inclui 3 variantes de

rearranjo.  Inclui 2 variantes de rearranjo.
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4.4  Confirmacao dos rearranjos pelos métodos de IHQ, FISH e NGS

4.4.1 Imunohistoquimica (IHQ)

A expressdo da proteina ALK foi avaliada em um subset de amostras (n= 7). A analise foi
realizada por método imunohistoquimico utilizando cortes de 5um de tecido parafinado
provenientes de pacientes CPNPC. As reacdes imunohistoquimicas foram realizadas em
plataforma automatizada Ventana Benchmark XT utilizando o kit Ventana ALK (D5F3) CDx
assay (#790-4796, Ventana, Tucson, AZ, EUA), conforme recomendado pelo protocolo do
fabricante utilizando anticorpo primario anti-ALK (clone D5F3, Ventana). Para revelagdo e
amplificagcao de cor foram utilizados os kits OptiView DAB IHC Detection Kit e OptiView
Amplification Kit (Ventana) seguindo as instrucdes do fabricante. Células ganglionares no
tecido adjacente serdo utilizadas como controles positivos. Cortes sem incubacdo com
anticorpo primario foram considerados controles negativos. A marca¢do para ALK foi

considerada positiva se, pelo menos, uma célula apresentar colorac¢io citoplasmética forte3,

4.4.2 Hibridizagédo fluorescente in situ (FISH)

Apés a deteccdo da presenca de rearranjos/rearranjos dos genes RET e ROS1 pela
tecnologia nCounter® os resultados foram validados pela técnica de FISH. A pesquisa
envolvendo os genes RET e ROS1 foi realizada como previamente descrito3?, utilizando sondas
comerciais (ZytolLight SPEC RET Dual Color Break Apart e Zytolight SPEC ROS1 Dual Color
Break Apart). Como controles positivos, foram utilizados tecidos de adenocarcinoma de
pulmdo e, como controle negativo, utilizado tecido de adenocarcinoma de mama. Em cada
amostra, foram analisados 100 nucleos tumorais por corte e em um escore > 15% foi
considerado para determinar a presenca de rearranjo no gene de interesse®®. Para a analise

dos resultados de FISH, foi utilizado o software FISHView 6.0 (Applied Spectral Imaging).

4.4.3 Next Sequencing Generation (NGS)

Para validacdo dos rearranjos por NGS, foi utilizado o painel comercial Archer®

FusionPlex® Lung, nas amostras com resultado inconclusivo por FISH. Este painel comercial
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avalia simultaneamente importantes fusdes ALK, BRAF, FGFR, NRG1, NTRK, RET e ROS1 e
selecionar mutagdes pontuais em 14 alvos genéticos chave associados ao cancer de pulmao.
O protocolo para realizacdo do sequenciamento e identificacdo dos rearranjos foi realizado
conforme instru¢des do fabricante, sumarizado na figura 14. A partir de 250 ng de RNA, foi
realizado uma primeira PCR para conversao do RNA em cDNA, e em seguida realizado o
controle de qualidade da amostra com o uso do kit Archer® PreSeq™ RNA QC para aprovagao
das amostras para seguimento do protocolo. Apds esta etapa, as amostras que tiveram RNA
de boa qualidade e integridade passaram por uma nova PCR, para amplificagdo de cDNA. Em
seguida foi realizado a construgdo da biblioteca por amplicon. Apds o preparo da biblioteca,
guantificou-se a biblioteca e o sequenciamento foi realizado por plataforma MiSeq lllumina®.

A andlise de dados foi feita pelo software Archer Analysis®.

250ng RNA (20ul)

v

Primers randomicos

20 pL Transfer

)
w, )

12 etapa de sintese cDNA

{ § Pre/eq RNA QC assay

23 etapa de sintese cDNA

1 pL Transfer

Purificagio

AMPure XP
End Repair/dA-Tailing

Adaptadores MBC

Ligacdo Adaptadores

Purificagio
AMPure XP

18 pL
22 PCR h

Quantificacdo biblioteca e Sequenciamento 2pL

Figura 14. Fluxo de trabalho do protocolo de sequenciamento do kit comercial Archer®
FusionPlex® Lung.
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4.5 Analise de Ancestralidade

O perfil de ancestralidade foi previamente realizado pelo Centro de Pesquisa em
Oncologia Molecular®®. Brevemente, a partir do DNA extraido do tecido tumoral utilizando o
Kit Mini QIAmp DNA Blood (QlAgen, Hilden, Alemanha), a avaliagdo de 46 marcadores
informativos de ancestralidade foi realizada por PCR multiplex e analise de fragmentos,
conforme descrito previamente® 0, A sequéncia dos oligonucleotideos e as condi¢des da
PCR foram descritas previamentel®> 193 A andlise foi realizada utilizando o software
Structure v2.3.3, considerando os quatro maiores grupos populacionais (Nativo-americano,
Europeu, Africano e Leste Asiatico) como principais grupos étnicos da populacao brasileira. Os
dados do Human Genome Diversity Cell Line Panel (HGDP-CEPH) foram utilizados como
referéncia para as populagGes ancestrais e estdo de acordo com o equilibrio de Hardy-

Weinberg.

4.6 Analise dos dados

As contagens dos transcritos detectadas pela plataforma NanoString foram captadas e
normalizadas pelo programa nSolver Analysis’ Software v4.0 (NanoString Technologies),
utilizando média geométrica dos controles positivos do ensaio e dos genes referéncia
(housekeepings) °°. O célculo da raz3o 3’/ 5’ para os rearranjos dos genes ALK, RET e ROS1, foi
realizado a partir da divisdo da média geométrica da contagens da sondas da regidao 3’ pela
média das contagens da regido 5’ ou média dos controles negativos (background threshold —
B) conforme relatado por Lira e coladoradores®® %4 foi realizado na plataforma Galaxy em
ambiente R, juntamente com a construcdo dos graficos.

As andlises estatisticas foram realizadas no software IBM SPSS® Statistics Base (IBM,
Armonk, NY). O limite de significancia adotado para todas as analises foi de 95%. Para as
analises de associacdo entre a presenca das alteracbes moleculares e as varidveis
clinicopatoldgicas serdo utilizados os testes x* e exato de Fisher. Para andlises de sobrevida
dos pacientes foram construidas curvas de Kaplan-Meier e, para associacdo com a presenca
de rearranjos, foram realizados os testes de Log-Rank e analise multivariada (Regressdo de

Cox).
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EGFR mutados*
n = 103
Diagnostico Molecular - NSCLC (FFPE) Extracdo de DNA
n=496
KRAS mutados* 1
n=97 Amostras EGFR/KRAS WT
Material bioloei n=270 Analise de
aterla’ hlologico I Ancestralidade*
indisponivel |
n=119 Extragdo de RNA
n=176
T =~ | Detecgdo Fusdes ALK/RET/ROS1
| alldasRokiosen bados Painel NanoString - Aplicacdo Diagndstica

! FISH | IHQ

RET ROS1 ALK Analise dos Resultados e Construgdo dos Graficos
n=2 n=1 n=7 Programa nSolver / Plataforma Galaxy (Ambiente R)

l

Analises Estatisticas e Sobrevida
IBM Statistic SPSS®v 2.0

Figura 15. Fluxo de trabalho das principais etapas do presente projeto. * Dados previamente
publicados 1.

5. CONSIDERAGOES ETICAS

O presente estudo obedece aos critérios éticos em conformidade com a resolu¢ao CNS
466/12 (Norma Operacional n.2001/2013). Este estudo foi aprovado pelo Comité de ética em
pesquisa (CEP) do HCB (Projeto no. 630/2012; CAAE: 05744712.3.0000.5437).
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6. RESULTADOS

Dos 496 casos diagnosticados com cancer de pulmao, previamente testados para o
status mutacional do gene EGFR e do gene KRAS, 295 casos wildtype para mutacdes nos
genes EGFR e KRAS foram considerados elegives para o presente estudo. Destes, 119 nao
tinham mais material biolégico disponivel, totalizando 176 amostras para avaliagdo das fusdes
genicas. Foi realizada a extracdo de RNA dos 176 casos e a quantificacdo do RNA isolado, com
uma taxa de sucesso de 84% na obtencdo de RNA (100-300ng). Foram excluidos 28 casos
devido a baixa concentragdo (<10ng/ul) obtida para atingir o input minimo (100ng) para a

realizacdo do protocolo de deteccao dos rearranjos de interesse (Figura 16).

Diagndstico Molecular - NSCLC (FFPE) n= 496

l

Amostras EGFR/KRAS WT (n=295)
; Indisponibilidade de material

1 n=119

Revisdo Patologista (n= 176)

l

Extra¢do de RNA (n= 176)

Baixa Quantidade RNA (< 10ng/ul)
n=28

Detecgao Fusdes ALK/RET/ROS1 (n= 148)

Figura 16. Esquema representativo do fluxo de amostras desde a separacdo das amostras no
diagndstico molecular, verificacao de disponibilidade de bloco de parafina na patologia até a
inclusdao dos pacientes e detec¢ao dos rearranjos génicos.

6.1 Caracteristicas dos pacientes e desfecho clinico

Obtivemos assim uma cobertura de 50,5%(148/295) dos casos EGFR/KRAS wildtype
para a avaliacdo da presenca de rearranjos. As principais caracteristicas clinicopatoldgicas dos
148 casos analisados EGFR/KRAS wildtype estdo resumidas na Tabela 5. A maioria dos casos é
do sexo masculino (65,5%), com histérico tabagista ativo ou passado (67,5%), pacientes auto-

declarados de cor branca (79%), de estadiamento avancado (n= 68,2%), sendo a maioria
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destes apresentaram metastases em multiplos orgdos (41,2%). O tipo histolégico mais

frequentemente observado foi o adenocarcinoma (90%).

Tabela 5. Dados clinicos e séciodemograficos dos pacientes com cancer de pulmao wildtype

para EGFR e KRAS (n=148).

Varaveis Parametros n
Idade’, média em anos 60 148 (100)
Masculino 97 (65,5)
Sexo ..
Feminino 51 (34,5)
Branco 117 (79)
Pardo 20 (13,5)
Raca auto-declarada®
Negro 17 (11,5)
Amarela 1(0,7)
Ndo Fumante 30(20,2)
Status Tabagismo Fumante 62 (42,9)
Ex-fumante 38 (26)
Metdastase ao Diagndstico Unico orgdo 42 (28,3)
Multiplos orgdos 61 (41,2)
/1l 19 (12,8)
Estadiamento ao Diagndstico 1] 28 (19)
\V} 101 (68,2)
0 13 (20)
1 74 (50)
PS ECOG
2 26 (17,5)
3ou4d 32 (21,6)
N3o 68 (46)
Emagrecimento? <10% 48 (32,4)
>10% 24 (16,2)
Adenocarcinoma 133 (90)
) ) Carcinoma Escamoso 11 (7,4)
Histologia
Adenoescamoso 2(1,3)
Outros 1(0,7)

lldade média (variacdo); ’Informagéo néo disponivel; 3Raga auto-declarada segundo Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE); *Perda de peso <10% e> 10% do peso corporal

total.
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6.2 Analise univariada de Sobrevida Global

A sobrevida global para os pacientes com cancer de pulmdo ndo pequenas células, foi
de, aproximadamente, 9,4% em 5 anos, com uma estimativa do tempo médio de sobrevida

de aproximadamente 12,8 meses (1C95%: 8,332 — 17,325) (Figura 17).

Sobrevida Global - Pacientes CPNPC
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Figura 17. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com cancer de pulmao
nado-pequenas células EGFR/KRAS-wildtype (OS mediana = 12,8 meses).

A sobrevida global para pacientes com estadiamento da doenca avancado foi
siginificamente menor do que os pacientes com estadiamento inicial (p <0,0001;
Figural8)(Tabela 6).Pacientes com presenca de metdstase ao diagndstico apresentaram
sobrevida global significativamente menor do que entre pacientes sem a presenca de
metdstases ao diagndstico p <0,0001; Figural9)(Tabela 6). Pacientes com perda de peso igual
ou maior que 10% apresentaram sobrevida global significativamente menor do que entre

pacientes sem perda peso (p <0,0001; Figura20)(Tabela 6). A sobrevida global dos pacientes
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com PS ECOG 3 ou 4 ao diagndstico foi significativamente menor do que entre os pacientes
com PS ECOG de escores menores ao diagndstico (p > 0,0001; Figura 21)(Tabela 6). Pacientes
ancestralidade asidtica apresentaram uma sobrevida

com maior propor¢io de

significativamente maior do que entre os pacientes com menor ancestralidade asidtica (p >

0,01; Figura 22)(Tabela 6).

Estadiamento

Log Rank: p<0,0001

"

| L

0.6

L

0.4

Sobrevida Acumulativa

T T T T T
40.00 60.00 80.00 100.00 120.00

Tempo em meses

T T
.00 20.00

Figura 18. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com CPNPC EGFR/KRAS-
wildtype de acordo com estadiamento ao Diagndstico. O tempo de sobrevivéncia é
apresentado em meses; Os valores de p estdo relacionados aos resultados do teste Log-rank.

(A) Orgaos com mestéstases (B) Metastases ao Diagndstico
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Figura 19. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com CPNPC EGFR/KRAS-
wildtype de acordo com a presenca de metdstase ao diagndstico (A) e com o sitio de
metdstases ao diagndstico doencga (B). O tempo de sobrevivéncia é apresentado em meses;
Os valores de p estdo relacionados aos resultados do teste Log-rank.
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Figura 20. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com CPNPC EGFR/KRAS-
wildtype de acordo com o emagrecimento. O tempo de sobrevivéncia é apresentado em
meses; Os valores de p estdo relacionados aos resultados do teste Log-rank.
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Figura 21. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com CPNPC EGFR/KRAS-
wildtype de acordo com o status de desempenho do ECOG na admissdo do paciente. O tempo
de sobrevivéncia é apresentado em meses; Os valores de p estdo relacionados aos resultado
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Figura 22. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com CPNPC EGFR/KRAS-
wildtype de acordo com a ancestralidade asidtica (ASN). O tempo de sobrevivéncia é
apresentado em meses; Os valores de p estdo relacionados aos resultados do teste Log-rank.

Ndo houve associacdo significativa da sobrevida global com sexo (masculino e
feminino), raca e status de tabagismo (nunca; ativo e passado) (Figuras 23 e 24,

respectivamente).
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Figura 23. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com CPNPC EGFR/KRAS-
wildtype de acordo com o sexo dos pacientes. O tempo de sobrevivéncia é apresentado em
meses; Os valores de p estdo relacionados aos resultados do teste Log-rank.
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Figura 24. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes com CPNPC EGFR/KRAS-
wildtype de acordo com tabagismo. O tempo de sobrevivéncia é apresentado em meses; Os
valores de p estdo relacionados aos resultados do teste Log-rank.



Tabela 6. Estimativa de Sobrevida Global por método Kaplan-Meier para variaveis clinicas e moleculares da casuistica (n=148).
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.. Sobrevida global Estimativa (X) IC95%
Variavel n Total N2 Eventos . - - p-valor
1ano 3 anos 5 anos mediana Inferior  Superior
Geral 146 124 52% 21,4% 9,4% 12,83 8,332-17,325 -
. ‘ < 60 anos 71 61 49,9% 17,4% 6,6% 12,057 9,189 — 14,926 a7
‘ >= 60 anos 75 63 53,9%  26,6% 14,6% 14,324 7,771 -20,878 ’
Género Masculino 95 84 35,9% 16,4% 7,2% 9,934 6,847 — 13,021 0.056
Feminino 51 40 60,9%  31,1% 10% 20,230 11,693 — 28,768 ’
‘ Branco 115 99 53,1% 19% 9,4% 12,829 8,099 — 17,559
Raca autodeclarada ‘ Parda 20 16 55% 40% 9,9% 13,882 3,978 — 23,785 0126
g Negra 7 5 42% = = 8,947 8,750 - 9,144 ’
Amarela 1 1 - - - 38,177 -
Nunca 30 28 50% 16,7% 13,3% 12,105 6,330-17,881
Tabagismo Tabagista 62 51 43% 15,9% 4,4% 9,823 8,821 -10,826 0,192
Ex-tabagista 38 30 57,8%  36,4% 10,6% 15,869 2,259 -29,478
‘ Nao 44 32 81,8%  49,2% 25,2% 33,026 13,33 -53,019
Metastase ‘ Sim - SNC 38 35 25,2% 3,1% - 5,487 1,647 - 9,326 <0,0001
‘ Sim - Qutros 64 57 44,6% 13,3% 5,7% 9,868 6,466 — 13,271
-1 19 11 89,5%  68,4% 35,2% 56,678 40,447 — 72,908
Estadiamento I 26 22 76,9%  32,6% 9,3% 19,483 10,256 — 28,709 <0,0001
vV 101 91 38,2% 9,8% 3,7% 8,871 7,156 — 10,585
0 13 6 84,6%  75,2% 40,1% 58,717 33,657 — 83,777
6 EEE 1 72 59 68,9% 31% 12,6% 17,31 10,312 — 24,316 G
2 26 26 34,6% 3,8% - 4,671 2,871-6,471 ’
3e4 32 30 11,5% - - 2,730 2,002 - 3,459
Nao 67 54 68,7%  35,6% 17,3% 23,849 15,556 — 32,142
EMAGRECIMENTO Sim <10% 47 39 40,2% 14,7% 4,4% 9,474 6,640 —-12,308 <0,0001
Sim >10% 24 23 22,9% - - 4,013 0,456 -7,570
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6.3 Detecc¢ao dos rearranjos génicos

6.3.1 ALK

A partir da andlise de 148 casos CPNPC EGFR/KRAS-wildtype foram identificadas 21
amostras positivas (14,2%) para rearranjos de ALK (Figuras 25). Dentre os rearranjos
encontrados, a plataforma NanoString identificou o parceiro de rearranjo em 7 amostras com

rearranjos ALK (EML4-ALK).

Rearranjos ALK

Razdo 3’/ 5’

Regido 5’

a0y |5 S M s
exon,
Regido3 - ALK exon_29
] || ALK-exon_29_(3_UTR)
l---l=-.l--.---.l---.l----ll--l-----.ll--ll---ll--ll---.l.--l------= EI%!M ALK E13-A%0
| -,

Parceiros de
Rearranjos

KIF5B exon24_Fusion

H2228
C. Horizon

Figura 25. Casos CPNPC EGFR/KRAS-wildtype — Frequéncia rearranjos ALK. Grafico de
rearranjos do gene ALK identificados nas amostras analisadas (cut-off = 2 para rearranjos
ALK)%® 194 Foram utilizados amostra controles na pesquisa dos rearranjos: Linhagem H2228

(Positiva para rearranjos ALK); Controle Horizon (controle comercial positivo para rearranjos
ALK, RET e ROS1)
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6.3.2 Validagdo dos rearranjos ALK (IHQ)

Dentre as amostras que foram analisadas para pesquisa da presenca de rearranjos do
gene ALK, em 7 delas foi realizado previamente. Observamos uma concordancia de 85% entre
os resultados obtidos pela imunohistoquimica e do painel Elements XT (6 amostras: 4 positivas
e 2 negativas). No entanto, uma amostra foi discordante quanto a informagdo da presenca de
rearranjo, sendo positiva pela imunohistoquimica e negativa por Nanostring. Para esta
amostra houve um baixo nimero de contagem de sondas para realizagdo da andlise da
presenca do rearranjo. Para elucidar a diferenca, tentou-se realizar a repeticao e avaliagcdo da
amostra por outra metodologia, no entanto, isto ndo possivel devida a inexisténcia de mais

material bioldgico disponivel.

6.3.3 Rearranjos ALK e associagéo com varidveis clinico-patoldgicas

Ao avaliar a presenca de rearranjo do gene ALK com as variaveis clinico patoldgicas dos
pacientes, observou que a presenca de rearranjos ALK associou-se a menor idade ao
diagnodstico (p=0,024; Tabela 8), com o status de tabagismo em pacientes ndo-fumantes
(p<0,001; Tabela 8), com pacientes com doenca avancada (p=0,01; Tabela 8) e presenca de
metastases em multiplos drgdos (p<0,001; Tabela 8). Ndo foi observada associacdo da
presenca de rearranjos gene ALK com as variaveis de sexo, cor da pele, PS ECOG, histologia e

com perda de peso (Tabela 8).
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Tabela 7. Andlises univariada de associacdo entre rearranjos ALK e caracteristicas
clinicopatoldgicas dos pacientes CPNPC EGFR/KRAS-wildtype (n = 148).

Rearranjos ALK
Variaveis Parametros T n | Negativo Positivo I-
ota n (%) n (%) valor
<60 anos 72 57 (79,2) 15 (20,8)
Idade > 60 anos 76  70(92,1) 6(79 0%
Masculino 97 87 (89,7) 10 (10.3)
Sexo Feminino 51 a0(784) 11(21,6) 0%
Branca 117 103 (87) 14(12)
Parda 20 15(75) 5(25)
Cor da pele/Raga Negra 7 6 (85,7) 1(14,3) 0,058
Amarela 1 0(0) 1(100)
Nunca fumante 30 19 (63,3) 11 (36,7)
Status de Tabagismo Fumante ativo 62 58 (93,5) 4 (6,5) 0,001
Fumante passado 38 33 (86,8) 5(13,2)
/11 19 19 (100) 0 (0)
Estadiamento I 28 27 (94,6) 1(3,6) 0,010
\Y, 101  81(180,2)  20(19,8)
0 13 12 (92,3) 1(7,7)
1 74 63 (85,1) 11 (14,9)
PS ECOG 2 26 22 (84,6) 4(15,4) 0,484
3 23 21 (91,3) 2(8,7)
4 9 6 (66,7) 3 (33,3)
Metastase 20 Se,m metastase 45 44 (97,8) 1(2,2)
Diagnéstico Unico érgao 42 38(90,5) 4 (9,5) 0,001
Multiplos 6rgaos 61 45 (73,8) 16 (26,2)
Adenocarcinoma 133 112 (84,2) 21 (15,8)
. . CarcinomaEscamoso 11 11 (100) 0 (0)
AlEEleEE Adenoescamoso 2 2 (100) 0 (0) 0,659
Outras histologias 1 1 (100) 0 (0)
Nao 68 59 (86,8) 9(13,2)
Perda de peso* < 10% 48 40 (83,3) 8(16,7) 0,841
> 10% 24 21 (87,5) 3(12,5)

* Perda de peso <10% and >10% do peso corporal total. PS ECOG, performance status ECOG

(Eastern Cooperative Oncology Group.).

A sobrevida global média em pacientes com CPNPC EGFR/KRAS-wildtype que apresentavam
rearranjo ALK foi de 10,25 meses (IC95% - 0,96,9) e 12,82 meses para pacientes sem rearranjo

ALK (IC 95% - 8,33-217,32 | Lok-rank p = 0,431) (Figura 26).
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Figura 26. Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global de pacientes baseado no status de
rearranjos ALK (OS mediana = 12,82 meses | Log Rank: p=0,431).
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6.3.4 RET

A partir da andlise de 148 casos CPNPC EGFR/KRAS-wildtype foram identificadas 2 (1,3%)

amostras positivas para RET (Figuras 27). Nao foi identificado nenhum parceiro conhecido dos

rearranjos em nosso painel.
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Figura 27. Grafico de rearranjos do gene RET identificados nas amostras analisadas (cut-off =
5 para rearranjos RET)%® 104, Foram utilizados amostras controles na pesquisa dos rearranjos:
Linhagem (Positiva para rearranjos RET); Controle Horizon (controle comercial positivo para

rearranjos ALK, RET e ROS1).

Ambos os pacientes identificados com os rearranjos de RET ambos sdao do sexo
masculino, com 36 e 72 anos de idade, auto-declarados branco, nunca fumantes, em estadio
IV, com metdstases pulmonares e no SNC e tipo histolégico de adenocarcinomas. Nao foi

possivel realizar teste estatisticos para casos RET positivos devido ao baixo nimero positivo

de amostras.
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6.3.5 Confirmagdo dos rearranjos RET (FISH)

Para as amostras positivas para rearranjos do gene RET (n=2) pela plataforma
NanoString foi realizado a técnica de FISH para validagdo dos rearranjos. Em ambas as
amostras analisadas, o resultado por FISH foi declarado como inconclusivo, devido a
inexisténcia ou baixa visualizagcdo de sinais de marcac¢do fluorescentes para avaliagcdo da
presenca dos rearranjos. O teste foi repetido e o resultado que se manteve foi inconclusivo
(Figura 28). Uma das dificuldades em analises por FISH é a necessidade de uma boa qualidade
do material de tecido a ser utilizado. Nossas amostras pertencem a um conjunto antigo de
blocos da patologia, e a qualidade do material torna-se comprometida devido ao tempo
parafinado e aos fixadores utilizados para parafinizacdao dos tecidos.

Para validarmos os rearranjos foi realizado um painel de NGS especifico de fusdes, uma

vez que a técnica de FISH ndo conseguiu avaliar as amostras de tecidos.

Figura 28 Representacdo da hibridacdo in situ de casos positivos para rearranjos (A) RET (n =
2 ) pela plataforma NanoString (aumento de 100x).Métodos repetidos duas vezes em ambas
as amostras e o resultado da analise considerado "inconclusivo" (baixa visualizacdo do sinal
de hibridacdo). (B) Controle para rearranjo RET.
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6.3.6 ROS1

A partir da anadlise de 148 casos CPNPC EGFR/KRAS-wildtype foram identificadas 1 (0,7%)
amostra positiva para ROS1 (Figuras 29). O paciente identificado com o rearranjo de ROS1 é
do sexo feminino, 69 anos de idade, auto-declarada branca, nunca fumante, em estadio IV,
com metastases linfonodais e tipo histolégico de adenocarcinomas. Nao foi identificado
nenhum parceiro conhecido dos rearranjos em nosso painel. Ndo foi possivel realizar teste

estatisticos para caso ROS1 positivo devido ao baixo nimero amostral.
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Figura 29. Casos CPNPC EGFR/KRAS-wildtype — Frequéncia rearranjos ROS1. Gréfico de
rearranjos do gene ROS1 nas amostras analisadas (cut-off = 3 para rearranjos ROS1)%% 104,
Foram utilizados amostra controles na pesquisa dos rearranjos: Controle Horizon (controle
comercial positivo para rearranjos ALK, RET e ROS1).

6.3.7 Confirmagdo dos rearranjos ROS1 (FISH)

Para Unica amostra positiva para rearranjo do gene ROS1 pela plataforma NanoString

foi realizado a técnica de FISH para validacdo do rearranjo. O resultado obtido, como nos casos
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RET positivos, foi declarado como inconclusivo, devido a inexisténcia ou baixa visualizacdo de
sinais de marcacao fluorescentes para avaliagdo da presenga dos rearranjos. O teste foi
repetido e o resultado que se manteve foi inconclusivo (Figura 30). Tal como anteriormente
mencionado, uma das dificuldades em analises por FISH é a necessidade de uma boa
qualidade do material de tecido a ser utilizado. Nossas amostras pertencem a um conjunto
antigo de blocos da patologia, e a qualidade do material torna-se comprometida devido ao
tempo parafinado e aos fixadores utilizados para parafinizacdo dos tecidos. Para validarmos

os rearranjos foi realizado um painel de NGS especifico de fusGes, uma vez que a técnica de

FISH ndo conseguiu avaliar as amostras de tecidos.

Figura 30. Representacdo da hibridacdo in situ do caso positivo para rearranjo (A) ROS1 (n =
1) pela plataforma NanoString (aumento de 100X). Métodos repetidos duas vezes em ambas
as amostras e o resultado da analise considerado "inconclusivo" (baixa visualizagao do sinal
de hibridacdo). (B) Controle ROS1.

6.3.8 Confirmagdo dos rearranjos do gene RET e ROS1 por NGS

Para a realizacdo da investigacdo da presenca dos rearranjos dos genes RET e ROS1,
pelo painel comercial Archer® FusionPlex® Lung, primeiramente foi realizado um teste de
controle qualidade para aprovacao das amostras para seguimento do protocolo. No entanto,
ao realizar o controle de qualidade para a realizacdo do painel, nenhuma das amostras foi

elegivel para as etapas subsequentes por apresentar baixa qualidade do material. Dessa
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forma, nao foi possivel dar seguimento ao protocolo de NGS, nem validar a positividade das

amostras.

6.4 Analise de Ancestralidade

As propor¢Ges médias de ancestralidade para os casos de CPNPC EGFR/KRAS wildtype
analisados (n = 148) observadas entre os individuos foram 75% para o EUR, 12,5% para o AFR,
5,8% para o AME e 6,4% para o ASN (Figura 31). As proporcdes médias de ancestralidade para
0S casos positivos para rearranjos do gene ALK foram 68,3% para o EUR, 15,7% para o AFR,
6,9% para o AME e 9,6% para o ASN (Figura 31). Ao analisar as proporcdes de ancestralidade
de acordo a naturalidade dos pacientes investigados, observa-se que os pacientes oriundos
da regido nordeste apresentam maior ancestralidade africana comparada principalmente a

regidao sul do pais (Figura 32). O estado com maior nimero de pacientes estudados foi Sdo

Paulo, sendo observado uma distribuicdo mais equilibrada das propor¢des de ancestralidade.

Proporgao Ancestralidade

Presenca de Rearranjo ALK Auséncia de Rearranjo ALK

Figura 31. Representac¢do de ancestralidade genética dos casos analisados, divididos em 2
grupos (ALK positivo e ALK negativo). Os grupos ASN, AFR, EUR, AME foram usados como
populagdes de referéncia. ASN, ancestralidade asiatica (em azul); AFR, ancestralidade africana
(em vermelho); EUR, ancestralidade europeia (em verde); AME, ancestralidade amerindia (em
amarelo).
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Figura 32. Representacdo grafica dos estados de naturalidade e as propor¢des médias de
ancestralidade por estado dos pacientes avaliados no presente estudo. ASN, ancestralidade
asiatica; AFR, ancestralidade africana; EUR, ancestralidade europeia; AME, ancestralidade

amerindia.

Tabela 8. Andlises de associag¢ao entre rearranjos ALK e ancestralidade dos pacientes CPNPC
EGFR/KRAS-wildtype (n = 148).

Rearranjos ALK
Variaveis Parametros n Total Negativo Positivo p-valor
n (%) n (%)
Baixa 49 44 (89,8) 5(10,2)
Ancestralidade ASN  Intermediaria 51 44 (86,3) 7 (13,7) 0,452
Alta 47 38(80,9) 9 (19,1)
Baixa 48 42 (87,5) 6(12,5)
Ancestralidade AFR  Intermediaria 50 43 (86) 7 (14) 0,863
Alta 49 41 (83,7) 8 (16,3)
Baixa 50 44 (88) 6 (12)
Ancestralidade AME  Intermediaria 47 42 (89,4) 5(10,6) 0,357
Alta 50 40 (80) 10 (20)
Baixa 48 39 (81,2) 9 (18,8)
Ancestralidade EUR  Intermediaria 48 41 (85,4) 7 (14,6) 0,445
Alta 51 46 (90,2) 5(9,8)

ASN, ancestralidade asidtica; AFR, ancestralidade africana; EUR, ancestralidade européia; AME, ancestralidade
amerindia; ECOG PS, ECOG performance status (Eastern Cooperative Oncology Group). * Analise realizada apenas
com as amostras FFPE, que continham os dados de ancestralidade completo



Tabela 9. Estimativa de Sobrevida Global para rearanjos do gene ALK e ancestralidade (n=148).
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p n n? SOBREVIDA GLOBAL ESTIMATIVA IC 95%
VARIAVEL — . . p-valor
total eventos 1ano 3 anos 5 anos (x) Inferior Superior
Nao 125 104 52,8% 21,3% 11,7% 12,829 7,739—-17,918
REARRANIJOS ALK . 0,431
im 21 20 47,6% 21,8% 5,4% 10,251 0,000 - 21,072
ANCESTRALIDADE Baixa 48 42 57,8% 21,6% - 14,324 10,149 - 18,500
ASN Intermediaria 50 47 39,7% 11,9% 2,4% 9,474 7,489 — 11,458 0,010
Alta 47 34 56,1% 33% 7,1% 15,888 5,208 - 26,569
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6.5 Anadlise Multivariada de caracteristicas clinicopatolégicas e desfecho clinico dos
pacientes

O modelo final das analises por regressao de COX foi composto pelas varidveis
presenca de metastases ao diagndstico, drgdaos com metdstases, emagrecimento e PS ECOG
na admissao (Tabela 10). O status de tabagismo ndo apresentou associagdo com a sobrevida
dos pacientes. Foi observado um aumento no risco relativo de ir a dbito dos pacientes
diagnosticados em estagio avangado com a preseng¢a de metdstases (RR=0,5; IC95%: 0,319 —
0,867) e com metastase no sistema nervoso central (RR=1,82; 1C95%: 1,119 — 3,065)
comparados aos pacientes diagnosticados em sem metastase. Foi observada associacao entre
o PS ECOG na admissdao com o desfecho da doenca, sendo os pacientes diagnosticados com
escore 3 ou 4 apresentaram aumento no risco relativo de ir a ébito (RR=7,27; IC95%: 2,600 —
20,341; p<0,0001), quando comparados aos pacientes com escore 0. Para pacientes com
emagrecimento maior que 10% ao diagndstico também apresentaram um risco relativo maior
de ir a 6bito (RR=3,196; 1C95%: 1,739 — 5,873) (p<0,0001), quando comparado aos pacientes

que ndo apresentaram emagrecimento.

Tabela 10. Andlise multivariada de associacdo entre caracteristicas clinicopatoldgicas e a
desfecho de pacientes EGFR/KRAS wild-type.

Varidveis Parametros RR IC 95% p-value
Presenca de Ndo - Ref. Ref.
) ¢ Unico orgdo 0,526 0,319-0,867 0,012
metdstase ) ~
Multiplos orgaos 1,5 - -
Oredios com Ndao - Ref. Ref.
& ) Sim — SNC 1,852 1,119 - 3,065 0,016
metdastases . o
Sim — outros sitios - - -
Ndo - Ref. Ref.
Perda de peso* Sim < 10% 1,259 0,802 -1,975 0,317
Sim > 10% 3,196 1,739 -5,873 <0,0001
o - Ref. Ref.
1 1,525 0,616 — 3,777 0,362
PS ECOG 2 3,066 3,066 —1,111 0,031
3ou4d 7,272 2,600 — 20,341 <0,0001

Ref: varidvel de referéncia; RR: risco relativo; IC: intervalo de confianga; p-value: significancia
do teste t. * Perda de peso <10% e >10% do peso corporal total. PS ECOG, performance status

ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group.)
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6.6  Analise Multivariada de caracteristicas clinicopatoldgicas e rearranjos do gene ALK

Para as andlises multivariadas foram incluidas todas as variaveis consideradas como
significantes (p < 0,05) nas analises univariadas. Dessa forma as varidveis sexo, cor da pele, PS
ECOG, histologia e perda de peso foram retiradas das analises por ndo terem associacao
significativa (p = 0,062;p = 0,058 ; p = 0,484; p = 0,659; p = 0,841, respectivamente). Em um
primeiro modelo de Regressao Linear, a varidvel estadiamento foi retirada do modelo por nao
terem significancia na anadlise multivariada. Dessa forma, o modelo final de analise

multivariada foi formado pelas varidveis idade, tabagismo e metastases o diagndstico.

Para varidvel idade, os pacientes com idade inferior ou igual a 60 anos apresentaram
um risco 3 vezes maior em apresentar rearranjos do gene ALK (RR: 3,307; p =0,04)(Tabela 11).
Pacientes que nunca fumaram tiveram um risco de ter rearranjos ALK 7 vezes maior do que
pacientes fumantes ativo (RR: 7,098; p = 0,004)(Tabela 11). Para os pacientes que
apresentaram metdstases ao diagndstico no sistema nervoso central o risco apresentado foi
quase 10 vezes maior do que os pacientes sem metastases ao diagndstico em terem a

presenca de rearranjos ALK (RR: 9,897; p = 0,042)(Tabela 11).

Tabela 11. Analise multivariada de associacdao entre caracteristicas clinicopatolégicas e a

presenca de rearranjos ALK.

Varidveis Parametros n RR IC 95% p-value
> 60 anos 76 - Ref. Ref.
Idade
<60 anos 72 3,307 1,053 -10,380 0,040
Fumante ativo 62 - Ref. Ref.
Tabagismo Fumante passado 38 2,610 0,602 11,326
Nunca Fumante 30 7,098 1,898 — 26,539 0,004
Nao 44 - Ref. Ref.
Metastase ao
Sim —SNC 38 9,897 1,090 — 89,881 0,042
diagndstico
Sim — outros sitios 64 8,417 1,001 - 70,755 0,050

Ref: varidvel de referéncia; RR: risco relativo; IC: intervalo de confianca; p-value: significancia

do teste t
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7 DISCUSSAO

A identificagdo de rearranjos génicos apresenta grande relevancia terapéutica,
possibilitando a melhor direcionamento do tratamento com terapias-alvo dos pacientes com
CPNPC. O uso de terapias-alvo moleculares possibilitaram um aumento importante da
sobrevida global dos pacientes tratados com inibidores tirosina quinase. Na literatura, a
frequéncia dos rearranjos ALK, RET e ROS1 estd bem estabelecida em pacientes asiaticos e
europeus’?™ 1% No entanto, hd poucos estudos relatando a frequéncia de rearranjos génicos

em CPNPC em popula¢des miscigenadas, como populacdes hispanicas e a brasileiral0>-108,

O presente estudo apresenta dados de frequéncia dos rearranjos dos genes ALK, RET
e ROS1 para a populacdo brasileira, altamente miscigenada com grande predominio de
ancestralidade europeia, mas com percentuais importantes de componente africano e
asiatico. No Brasil, uma minoria de pacientes com CPNPC é testada quanto a alvos
terapéuticos, mesmo que o sistema publico de salde ja cubra o gasto de exames para a
identificacdo de mutacdes do gene EGFR e translocacbes de ALK, Além disso, os dados sdo
escassos sobre a frequéncia de rearranjos génicos com relevancia clinica em pacientes
brasileiros 3% 8% 110112 Aqui, relatamos a presenca de rearranjos de ALK analisados pela
plataforma NanoString em pacientes brasileiros com CPNPC e EGFR/KRAS-wildtype, assistidos
no Hospital de Cancer de Barretos, um hospital sem fins lucrativos e com atendimento 100%

SUS.

Em nosso estudo, os pacientes com cancer de pulmdo de ndo pequenas células
apresentaram uma sobrevida global em cinco anos de 9,4%. Os pacientes diagnosticados em
estadio IV, representando aproximadamente 70% da nossa casuistica, apresentaram uma
sobrevida global em 5 anos de 3,7%. No Brasil, a estimativa de sobrevida global para pacientes
com cancer de pulm3o é de 16%'% 113, enquanto a estimativa reportada pelo Globocan é
inferior a 20% em 5 cinco anos’. De acordo com estimativa de 2017 pelo Registro Hospitalar
do Hospital de Cancer de Barretos, os pacientes de estadio avancado apresentaram uma
sobrevida global igual a 1%. Entre os aspectos clinicos dos pacientes com CPNPC, o
emagrecimento ou perda de massa corporal estd associada a um pior progndstico de

desfecho!!* 15 Este dado é observado em nossa casuistica, em que os pacientes que tiveram
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perda de peso >10% ao diagndstico tiveram uma menor sobrevida comparado ao grupo sem

perda de peso. O mesmo foi observado em pacientes com PS ECOG igual ou acima de 3.

A frequéncia observada de rearranjos no gene ALK em pacientes com CPNPC na
literatura é de cerca de 3-5% e a frequéncia de rearranjos nos genes RET e ROS1 é de cerca de
2%105 106, 116-118 'y3riando também de acordo com a etnia da populagdo estudada®® 8l 111 No
entanto, este nimero pode aumentar em estudos com casuisticas enriquecidas (EGFR/KRAS-
wildtype), variando de 3-8% para os rearranjos do gene ALK e de 0,5 a 13% para os rearranjos
dos genes RET e ROS1 6,69, 119121 F importante ressaltar que os rearranjos so mutuamente
exclusivos e com outras mutacdes de drivers?> 123, No presente estudo, observamos uma
frequéncia de rearranjos de ALK 14,7% (n = 21/148), RET de 1,3% (2/148) e ROS1 de 0,7%
(1/148), nos casos EGFR/KRAS-wildtype analisados. Comparando com os dados da literatura,
a frequéncia de rearranjos do gene ALK neste estudo mostra-se superior a frequéncia relatada
em outras populacdes!® 1% No entanto, ao considerar o total de nossa casuistica de
pacientes com dados das andlises moleculares (EGFR/KRAS/ALK/RET/R0OS1), observamos uma
frequéncia dos rearranjos do gene ALK de 6% (21/348). Em um estudo recente realizado em
paises da América Latina, foi observado uma frequéncia de rearranjos do gene ALK variando
de 4,1% a 10,8% (México 7.6%; Colombia 4.1%; Argentina 6.0%; Costa Rica 9.5%; Panama
4.4%; Uruguai 5.4%; Chile 8.6%; Venezuela 8.9%; Peru 10.8%)'%°. Dois recentes estudos
Brasileiros avaliaram a frequéncia de rearranjos ALK em pacientes com CPNPC, um na regido
Nordeste e outro na regidao Sul. O estudo realizado na regidao Nordeste identificou uma
frequéncia de 10,4%, enquanto que no estudo da regido Sul a frequéncia encontrada foi de 4
%84 112 Nota-se, que frequéncia do nosso trabalho é préxima ao que é visto nos demais paises
latinos, porém percebe-se que ha uma varia¢ao da frequéncia dos rearranjos ALK entre as
regioes brasileiras. Tal variacdo pode ser explicada devido a miscigenacdo da populacdo
brasileira, visto que a ancestralidade é um fator que pode atuar sobre a frequéncia dos

rearranjos ALK®0 8%, 107,

Em nosso trabalho, além da identificacdo da presenca do rearranjo, também foi
possivel a identificacdo do EML4-ALK como parceiro de rearranjo do gene ALK em alguns
casos. A identificacdo do parceiro de rearranjo tem relevancia na pratica clinica, uma vez que,

a depender da variante encontra, a resposta ao tratamento com TKI pode ser diferente!?4-126,
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Dessa forma, podemos identificar com maior precisao e sensibilidade os pacientes que teriam

melhor resposta ao tratamento de acordo com a variante encontrada.

A presenca de rearranjos ALK é associada a pacientes nunca fumantes, assim como a
pacientes jovens, do sexo feminino e com adenocarcinoma'®”-127.128 Fan e colaboradores, em
seu trabalho, observaram que individuos jovens apresentaram um maior risco para rearranjos
do gene ALK independentemente da etnia. No entanto, quando analisado o sexo do paciente,
mulheres de origem asidtica apresentaram um maior risco para rearranjos do gene ALK?’.
Em nosso estudo, foi observada uma associacdo da presenca dos rearranjos com pacientes
nunca fumantes, com a presenca de metdstases e maior risco para os pacientes com
metastases no sistema nervoso central. Foi observado também que os pacientes com idade
inferior ao diagndstico tém maior risco de apresentarem rearranjos ALK, no entanto, nao foi
observada associagdo entre a presenca de rearranjos no gene ALK com sexo dos pacientes.
Dessa forma, podemos afirmar que nossos dados estdo em conformidade com o que é
apresentado pela literatural®” 1?7, A frequéncia de rearranjos ALK é relatada em maior nimero
em populacdo de origem asidtica em relacdo a populacdo europeia e outras populacdes
ocidentais °V 121 129 130 Ag avaliar a ancestralidade dos pacientes, confirmamos a
miscigenacdo existente na populacdo brasileira, sendo em sua maioria, com ancestralidade
europeia, seguida da ancestralidade africana. Nao foi identificado nenhuma associa¢ao entre

a presenca de rearranjos no gene ALK com a ancestralidade dos nossos pacientes.

Os rearranjos do gene RET sdo observados em tumores de NSCLC em 1 a 2% dos casos,
sendo mais frequentemente observados em pacientes com adenocarcinoma e nunca
fumantes® 8%, Para rearranjos do gene ROS1, a frequéncia observada é de até 2%, sendo que
pacientes positivo para este rearranjo apresenta caracteristicas semelhantes ao observado
em casos ALK-positivos (jovens; nunca fumantes)’® 81, 117,119,125,126,131 ' Ng presente estudo
foi identificado uma frequéncia de 1,3% para rearranjos do gene RET e 0,7% para rearranjos
do gene ROS1, semelhante ao observado na literatura, sendo a primeira vez relatado na
populacdo brasileira estes rearranjos. Ndo foi possivel observar associa¢des das caracteristicas
clinicopatoldgicas dos pacientes CPNPC EGFR/KRAS-wildtype com a presenca de rearranjos do
gene RET do gene ROS1, devido ao numero insuficiente de casos positivos para realizacdo dos
testes estatisticos. No entanto, a presenca destes rearranjos foi identificada em pacientes

n3o-fumantes e com histologia de adenocarcinomas, como é observado em outros estudos’®
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123,131,132 para rearranjos RET, até o presente momento, ndo hd tratamento aprovado pra
uso clinico, contudo, estudos clinicos com o inibidor LOX0-292 relatam resultados prelimiares
promissores em pacientes com o rearranjos do gene RET , independentemente do tipo
tumoral® 133, De forma semelhante, foi aprovado recentemente o uso do inibidor seletivo
para rearranjos dos genes NTRK1/2/3, o laratrectinib, a primeira droga agndstica para
tratamento de pacientes independentemente do tipo tumoral, baseando-se apenas na
presenca do rearranjo®® 41 >8 Assim, com novas drogas-alvo sendo disponibilizadas para uso
clinico, maior o nimero de pacientes que serdo beneficiados por terapias-alvo, aumentando

a sobrevida dos pacientes com CPNPC.

A frequéncia mais alta de rearranjos observada pode ser devida a alta sensibilidade da
metodologia de detecc¢do utilizada, a plataforma NanoString. Como observado em um estudo
anterior do grupo®, a plataforma NanoString conseguiu analisar amostras de tecido
identificando a presenca de rearranjos no gene ALK, destacando principalmente sua
capacidade de analisar amostras degradadas, como nos casos de amostras em parafina. Na
tecnologia nCounter®, a identificacdo dos rearranjos génicos ocorre por meio de uma
hibridacdo dupla de sondas (repdrter / captura) especifica para as sequéncias alvo do
rearranjo, lendo e contando os sinais_gerados pelas sondas repérter3® 88 %A metodologia
NanoString é bastante robusta, sensivel, facil de executar, com recursos de analise multiplex
e apresenta vantagens superiores a técnica FISH, que é considerada trabalhosa, de alto custo,
multiplexagem de baixa poténcia e pode produzir resultados falso-positivos ou negativos®® %8,
As técnicas de FISH e IHQ n3ao permitem a identificacdo de parceiros de rearranjo, sendo as
sondas de fluorescéncia especificas para o ponto de ruptura do gene rearranjado e anticorpos
especificos para o epitopo da proteina originados pelo rearranjo, concentrando-se apenas na
presenca de rearranjos baseados na regido 3 'do gene. Empregando nosso painel
personalizado, foi possivel identificar trés tipos de rearranjos (ALK, RET, ROS1) e diversos
parceiros diferentes. Além disso, o painel pode ser expandido, podendo adicionar novos
rearranjos de relevancia clinica para CPNPN, como é o caso de rearranjos do gene NTRK1/2/3

gue estd em andamento para adicdo em nosso painel.

O presente estudo tem como limitagdes a natureza retrospectiva do estudo, uma vez
gue os pacientes ndo foram tratados de maneira uniforme, o que configura um viés para as

analises de sobrevida. Os pacientes diagnosticados no estagio IV comp&éem a maioria da nossa
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amostra, tornando-se um viés para andlises clinicopatolégicas entre os estadios da doenca.
Os casos com rearranjos nos genes RET e ROS1 positivos ndo puderam ser confirmados por
FISH ou NGS, devido ao fato das amostras serem antigas e com baixa qualidade do material,

o que torna invidvel o bom desempenho das técnicas em questao.
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8 CONCLUSAO

A frequéncia dos rearranjos do gene ALK mostrou-se alta em uma casuistica
miscigenada, e a frequéncia dos rearranjos dos genes RET e ROS1 é semelhante ao observado

na literatura.

Existe associagao da presenca de rearranjos do gene ALK com pacientes jovens, nunca
fumantes e com metastases ao diagndstico. Ndao houve associagao dos rearranjos do gene ALK
identificados com a propor¢ao de ancestralidade dos pacientes. Ndo houve associagao da

presenca de rearranjos do gene ALK com o desfecho clinico dos pacientes com CPNPC.

Dessa forma, nossos resultados contribuem para uma maior caracterizacdo de
rearranjos oncogénicos mais incidentes na populacdo de pacientes CPNPC Brasileiros
atendidos no Hospital de Cancer de Barretos, auxiliando na escolha do melhor manejo clinico
do paciente e consequentemente na indicacdo de terapias direcionadas aos rearranjos

génicos ALK/ RET/ROS1.
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ANEXOS

Anexo A - Ficha de Coleta
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1 | ID Identificagdo do paciente no estudo 1
2 PES ID Cddigo encontrado no SISONCO para fazer ligacao )
entre as varidveis
3 ID NAP (fichas de coleta) Mantivemos por causa das fichas 3
de coleta
4 | Registro Hospitalar 4
5 | RH Barretos (SISOCNO) 5
Dados sociodemograficos
6 | Nome completo 6
7 | Iniciais do nome 7
8 | Data de nascimento 8
9 idade ao diagnostico round(datediff ([dt_nasc], 9
[dt_diagc34_histol], "y", "dmy",true),2)
1 . .
0 Data do preenchimento da ficha 10
1 . .
1 Cidade de Naturalidade 11
1 . .
) Nacionalidade 12
Naturalidade de Procedéncia
1,AC|2,AL|3,AM | 4,AP |5 BA|6,CE| 7, DF| 8, ES|
1 9,GO |10, MA | 11, MG | 12, MS | 13, MT | 14, PA | 15, 13
3 | pB | 16, PE | 17, Pl | 18, PR | 19,RJ | 20, RN | 21, RO | 22,
RR | 23,RS | 24,SC | 25,SE | 26,SP | 27, TO | 28,
ESTRANGEIRO | 99, IGNORADO
1 Naturalidade agrupada conforme Regides Brasileira 14
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1, SUDESTE| 2, SUL| 3, CENTRO-OESTE| 4, NORTE| 5,
NORDESTE| 6, ESTRANGEIRO| 99, IGNORADO

Cidade de Procedéncia

15

Estado de Procedéncia

1,AC|2,AL|3,AM | 4,AP | 5,BA | 6,CE | 7,DF | 8, ES |
9,GO | 10, MA | 11, MG | 12, MS | 13, MT | 14, PA | 15,
PB | 16, PE | 17, PI | 18, PR | 19, RJ | 20, RN | 21, RO | 22,
RR | 23, RS | 24, SC | 25, SE | 26, SP | 27, TO | 28,
ESTRANGEIRO | 99, IGNORADO

16

Estado (SISONCO)

17

Prodecéncia agrupada conforme Regides Brasileira

1, SUDESTE| 2, SUL| 3, CENTRO-OESTE| 4, NORTE| 5,
NORDESTE| 6, ESTRANGEIRO| 99, IGNORADO

18

Género

1, Masculino|2, Feminino

19

Sexo (SISONCO)

0, Feminino | 1, Masculino

20

Maior Nivel Educagao

1,Analfabeto/Fund. Incompl.|2, > Fund.
Compl|99,lgnorado

21

Cor/raca (IBGE)

1,Branca|2,Parda|3,Negra|4,Amarela|5,Indigena|99,lgnor
ado

22

Cor/racga (2 cat)

0, Nao Branca | 1, Branca | 99, Ignorado

23

Cor (SISONCO)

0, Indefinido | 1, Branco | 2, Negro | 3, Amarelo | 4, Pardo
| 5, Indigena | 6, Cafuso

24

Grau de instrucdo (SISONCO)

0, Indefinido | 1, Analfabeto | 2, Primeiro grau incompleto
| 3, Primeiro grau completo | 4, Segundo grau incompleto

25
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| 5, Segundo grau completo | 6, Superior incompleto | 7,
Superior completo | 8, Pos graduacao incompleto | 9, Pos
graduacao completo
2 ~
6 Ocupacgao (SISONCO) 26
2 Etilismo .
7 0,Nunca|1,ativo|2,ex-etilista|99, Ignorado
2 Tabagismo
28
8 0,Nunca|1,ativo|2,passado|99, Ignorado
2 Ficha de coleta preenchida digitalizada
29
9 Campo para upload

Admissao
3 Peso a admissao
0 30
(Kg)
3 Altura a admissao
1 31
(cm)

3 PS ECOG admissdo (0-4)

32
2 0,0|1,11]12,2|3,3|4,4]99,Ignorado
3 Sind. Paraneo admissao

33
3 0, Nao|1, Sim|99, Ignorado
3 Sind. de veia cava superior

34
4 0, Nao|1, Sim|99, Ignorado
3 | Tumor de Pancoast

35
5 0, Nao|1, Sim|99, Ignorado
3 Emagrecimento <6m

36
6 0, Nao|1,sim<10%]2,sim>10%|99,Ignorado
3 | Qual o primeiro diagndstico oncolégico conforme o 37
7 | CID.C10
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: Data do diagndstico histolégico do C34 38
Tipo histolégico
3 39
9 1, Adenocarcinoma| 2, Escamoso|3, Adenoescamoso |4,
Outro
4 . . .
0 Outro tipo histoldgico Descrever 40
Subtipo histo novo
4 41
1 | 1, Acinar | 2, Mucinous | 3, Lepidic | 4, Papilary | 5, Solid |
6, Adenocarcinoma NOS
4 | Grau diferenciacao
42
2 1,G1|2,G2|3,G3|4,G4|99, Ignorado
a Realizou todos exames para estadiamento?
43
3 0, Nao|1, Sim|99, Ignorado
Estadiamento
EstadioT
4 44
4 | 0,Tx|1,T0|2,Tis|3,T1a|4,T1b|5,T2a|6,T2b|7,T3|8, T4|99,
Ignorado
a Estadio N .
5 0, Nx|1, NO|2, N1|3, N2|4, N3|99, Ignorado
4 Estadio M
46
6 0, Mx|1, MO|2, M1a| 3, M1b|99, Ignorado
4 Agrupamento AICC LT TN IV
47
7 0,0]1,1|2,11|3, 1114, IV|99, Ignorado
4 Agrupamento AJCC I ITIITIV
48
8 1,0/112, 1|3, 1114, IV|99, Ignorado
4 Agrupamento AJCC 2009
9 49

0,0|1, 1A|2, IB|3,IIA|4, lIB|5, IIA|6, 1IB|7,IV|99, Ignorado

Diagnéstico
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(5]

Metastase ao diagnostico

0 50
0, Nao|1, Sim|99, Ignorado
Org3dos ¢/ meta diagnds
5
1 0, Nao | 1, Orgao unico | 2, Multiplos orgaos | 99, 51
Ignorado
5 Metastases pulmonares/pleura ao diagndstico
52
2 0, Nao| 1, Sim |88, Nao se aplica|99, Ignorado
5 Metdstases dsseas ao diagndstico
53
3 0, Nao| 1, Sim|88, Nao se aplica]99, Ignorado
5 Metdstases figado ao diagnéstico
54
4 0, Nao| 1, Sim |88, Nao se aplica]99, Ignorado
5 Metastases linfonodos ao diagndéstico
55
5 0, Nao| 1, Sim|88, Nao se aplica]99, Ignorado
5 Metdstases adrenal ao diagndstico
56
6 0, Nao| 1, Sim |88, Nao se aplica]99, Ignorado
5 Metdastases outros sitios ao diagndstico
57
7 0, Nao| 1, Sim|88, Nao se aplica]99, Ignorado
5 Metdstases SNC ao diagndstico
58
8 0, Nao| 1, Sim|88, Nao se aplica]99, Ignorado
5 Metastase 3 cat
59
9 0, Nao|1, SNC|2, Outros| 88, Nao se aplica|99, Ignorado
Diagndstico molecular
6 | Exon EGFR mutado
60
0 0,WT|1,18|2,193,20|4,21|99,Ignorado
6 Descricdo do tipo de mutac¢do no gene EGFR
61
1
6 Codon KRAS mutado
5 62

0,WT|1,12|2,13|99,Ignorado
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Descricao do tipo de mutacdo no gene KRAS

63
3
Tratamento inicial
Cirurgia no primario
6 64
4 0, Nao|1,segmentectomia|2, Lobectomia|3,
Pneumectomia|99, Ignorado
6 | Data da cirurgia
65
5
6 Resseccdo da metastase
66
6 0, Nao|1,R0|2, R1|3, R2|99, Ignorado
6 . . .
7 Data da cirurgia da metdstase 67
Radioterapia sitio primario tto inicial
6
8 0, Nao| 1, Curativo exclusivo|2, Curativa concomitante|3, 68
Adjuvante |4, Neoadjuvante|5, Paliativa|99, Ignorado
g | Data inicio da radioterapia
69
9
7 | Data do término da radioterapia
70
0
7 | Dose da radioterapia para o tto inicial (sitio primario)
71
1 Em Gy
7 Radioterapia SNC
72
2 0, Nao| 1, Profilatica| 2, Paliativa|99, Ignorado
Radioterapia sitio metastatico
7
3 0, Nao | 1, Sim-antialgico | 2, Sim-hemostatica | 3, Sim- 3
descompressiva | 4, Sim-outro motivo | 99, Ignorado
7 Intencdo do primeiro tratamento
74
4 0,Curativo|1,Paliativo| 99, Ignorado
7 . .
Modalidade do tratamento inicial 75
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0, Suporte clinico exclusivo|1, Local exclusivo (Cirurgia +-
RxT)|2, Local (Cirur +- RXT) e sistemico| 3, Sistemico
exclusivo (QT ou TKi)|99, Ignorado

Intengao da QT convencional no tto inicial

7
6 0,Nao|1,Adj|2,Neoadj - cirur|3,Neoadj - 76
RxT/+QT|4,Paliativa|5, Concomitante |99, Ignorado
Modalidade de tratamento sistémico inicial
7
7 0, Nao| 1, QT convencional sem agente alvo|2, TKi| 3, 77
MAB+QT|4, NIB+QT|99, Ignorado
7 | Regime QT tto inicial
78
8
Quimioterapia com platina tto inicial
7
9 0, Nao|1,sim: monodroga|2, sim: 2 drogas|3, sim: 3 &
drogas|99, Ignorado
g | Numero de ciclos da quimioterapia tto inicial
80
0
8 Melhor resposta RECIST apds QT inicial
81
1 0, RC|1,RP|2,DE|3,PD| 88,Nao se aplica|99,lgnorado
g | Tratamento sistémico de manutengdo
82
2 0, Nao|1, Sim|99, Ignorado
TKi (tto inicial)
Uso de inibidor de tirosina quinase no tratamento inicial
8
3 0,Nao|1,Sim-primeira linha paliativa|2,Sim- 83
manutencao|99, Ignorado
TKi apds falha do tratamento inicial
8 0, Nao|1, Sim (22linha paliativa)|2, sim: >=terceira linha | 84
4 paliativa|3, Sim (12linha paliativa)| 88, Nao se aplica|99,
Ignorado
TKi
8
5 85

0, Nao| 1, Sim|88, Nao se aplica]99, Ignorado
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TKI EGFR
8 86
6 1, Sim_WT]|2, Sim_Mut|3, Nao_WT|4, Nao_Mut|99,
Ignorado
8 RespostaTKi_dicotomico 3 cat
87
7 0, RC/RP|1, DE|2, PD|88, Nao se aplica|99, Ignorado
8 RespostaTKi_dicotomico
88
8 0, RC/RP/DE|1, PD|88, Nao se aplica|99, Ignorado
Melhor resposta RECIST apds uso TKi inicial
8
9 O,RC|1,RP|2,DE| 3, PD| 88, Nao se aplica | 99, 89
Ignorado
Resposta RECIST apds TKi como tto ndo inicial
9
0 0,RC | 1,RP | 2, DE | 3, PD | 88, Nao se aplica | 99, | 20
Ignorado
Melhor resposta ao TKi independente da linha de tto
9
1| ORC|1,RP |2, DE>=6meses | 3, DE<6meses | 4, PD | a1
88, Nao se aplica | 99, Ignorado
9 Duragado TKI primeira linha
92
2
9 Duracgao TKI segunda linha
93
3
TKi utilizado no tto inicial
9 94
4 0, Erlotinibe| 1, Gefitinibe| 2, Inibidor Pan-Her| 3,
Motesanibe |4, Crizotinibe |88, Nao se aplica|99, Ignorado
g | Data de inicio de TKi
95
5
g | Data de término do TKi
96
6
Motivo da suspensdo do TKi
9
7 | 0,PD|1, Toxicidade|2, Obito|3, Ma-adesao|4, Em uso|88, 97

Nao se aplica]99, Ignorado
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MAB (inicial)
g | Uso de MAB
3 98
0, Nao|1, Sim|99, Ignorado
g | Nome do MAB no tratamento inicial
99
9
1 | Data do término do tratamento inicial (QT, Cirur ou RxT) 10
0
0
0
Evolucao
1 | Data da evolucdo oncoldgica 10
0
1
1
Evolucdo oncoldgica apds o tto inicial
1 | 0, Ausencia de recidiva ou progressao | 1, Recidiva
0 | locorregional | 2, Recidiva sistemica | 3, Recidiva 10
2 | locorregional e sistemica | 4, PD locorregional | 5, PD 2
sistemica | 6, PD locorregional e sistemico | 7, Obito | 99,
Ignorado
1 Sitios metdastases a evolugdo
10
0 1, Orgao unico | 2, Multiplos orgaos | 88, Nao se aplica | | 3
3 99, Ignorado
1 | Metéastases pulmao/pleura na evolucdo 10
0
4 0, Nao | 1, Sim | 88, Nao se aplica | 99, Ignorado 4
1 | Metastases 6sseas na evolucdo 10
0
5 0, Nao | 1, Sim | 88, Nao se aplica | 99, Ignorado 5
1 | Metastases figado na evolucdo 10
0
6 0, Nao | 1, Sim | 88, Nao se aplica | 99, Ignorado 6
1 | Metastases SNC na evolugdo
10
0 7

0, Nao | 1, Sim | 88, Nao se aplica | 99, Ignorado
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1 | Metastases linfonodos na evolugédo 10
0
8 0, Nao | 1, Sim | 88, Nao se aplica | 99, Ignorado 8
1 | Metastases adrenal na evolugdo 10
0
9 0, Nao | 1, Sim | 88, Nao se aplica | 99, Ignorado 9
1 | Metastases outros sitios na evolugdo 11
1
0 0, Nao | 1, Sim | 88, Nao se aplica | 99, Ignorado 0
Segundo tratamento
i Inteng3o do 22 tto 11
1 0, Curativo|1, Paliativo|88, Nao se aplica|99, Ignorado 1
Modalidade do segundo tratamento
1
1 | O, Suporte clinico exclusivo|1, Local exclusivo (Cirurgia +- 11
2 | RxT)|2, Local (Cirur +- RxT) e sistemico|3, Sistemico 2
exclusivo (QT ou TKi)| 88, Nao se aplica|99, Ignorado
Cirurgia no primario
1 11
1 0, Nao | 1, segmentectomia | 2, Lobectomia | 3,
3 Pneumectomia | 4, Outro | 88, Nao se aplica | 99, 3
Ignorado
i Data da cirurgia 11
a 4
1 | Resseccdo da metastase 11
1
5 0, Nao|1,R0|2,R1|3, R2|88, Nao se aplica]99, Ignorado 3
1 | Data da cirurgia da metastase 11
1
6 6
1 Radioterapia sitio primario apds falha do tto inicial
11
1 0, Nao|1, Curativo exclusivo|2, Curativa concomitante|3, | 7
7 Paliativa |88, Nao se aplica|99, Ignorado
1 | Data inicio da radioterapia sitio primario 1
1
8
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Data do término da radioterapia sitio primario

11

Dose da radioterapia para o tto apds falha tto inicial (sitio
primario)

Em Gy

12

Radioterapia sitio metastatico apds falha do tto inicial

0, Nao| 1,sim-antialgico| 2,sim-hemostatica| 3,sim-
descompressiva |88, Nao se aplica|99, Ignorado

12

Modalidade de tratamento sistémico apds falha inicial

0, Nao| 1, QT convencional sem agente alvo|2, TKi| 3,
MABQT |88, Nao se aplica|99, Ignorado

12

Quimioterapia com platina

0, Nao|1,sim: monodroga|2, sim: 2 drogas|3, sim: 3
drogas|88, Nao se aplica|99, Ignorado

12

Numero de ciclos (primeiro tto apds progressdo ou
recidiva)

12

TKi (tto 2)

TKi utilizado apds falha do tto inicial

0, Erlotinibe |1, Gefitinibe| 2, Inibidor Pan-Her| 3,
Motesanibe| 4, Crizotinibe |88, Nao se aplica|99, Ignorado

12

Data de inicio de TKi tratamento ndo inicial

12

Data de término do TKi tratamento n3do inicial

12

Motivo da suspensdo do TKi

0, PD|1, Toxicidade|2, Obito|3, Ma-adesao|88, Nao se
aplica|99, Ignorado

12

Numero de linhas de TKi (incluindo retratamento)

12
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MAB (tto 2)
1 | Usou MAB apés falha do tto inicial 13
3 0, Nao|1, Sim|99, Ignorado 0
; MARB utilizado apés falha do tto inicial 13
1 1
; Numero de linhas de tratamento sistémico paliativa 13
) 2
Segundo primdrio
1 | segundo primario 13
: 0, Nao|1, Sim|99, Ignorado 3
; Localizagdo (CID.C10) do segundo primario 13
4 4
1 | Participou de pesquisa clinica 13
3 0, Nao|1,Sim - medicam. experimental|2,Sim-nao | 5
5 recebeu droga experimental |99, Ignorado
| ke |

; Numero de Identificacdo 13
6 6
1 | ID estudo 13
3 7
7

1 | D patologia G 13
3 8
8

Status dos genes do EGFR (mutado sensibilidade vs

1 | resistencia vs ndo mutado) 13
3
9 0, WT| 1, Mutacao de sensibilidade |2, Mutacao de 9

resistencia| 88, Nao se aplica|99, Ignorado
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Validagao apds COBAS e Novo Sequenciamento - Dados
Planilha Flavia abril/2014
1 | 0, WT|1, Mutacao Exon 182, Mutacao Exon 193,
4 | Mutacao Exon 20|4, Mutacao Exon 21|5, Teste 14
0 | Inconclusivo|6, Duas mutacoes - Exon 19 e Exon 20| 7, 0
Duas mutacoes - Exon 18 e Exon 21 |8, Duas mutacoes -
Exon 19 e Exon 21|9, Duas mutacoes - Exon 20 e Exon
21|88, Nao se aplica|99, Ignorado
1 Egfr ex18 cat
14
4 0, WT|1, p.Gly719Ala| 2, p.Gly719Ser |88, Inconclusivo|99, | 1
1 | Nao realizado
Egfr ex19 cat
0, WT|2, p.Asp761Tyr | 3, p.Glu746_Ala750del | 4,
1 1 b.Glu746_Ser752val | 5, p.Glu746_Thr751Ala | 6, 14
4 | p.Leu747_Ala750Pro | 7, p.Leu747_Pro753GIn | 8, )
2 | b.Leu747_Pro753Ser | 9, p.Leu747_Ser752del | 10,
p.Leu747_Thr751del | 11, p.Ser752_lle759del |88, Nao
realizado|99, Nao realizado
EGFR_ex 20
0, WT|2, p.Asn771_His773dupAsnProHis | 3,
1 p.Asp770_Asn771insTyr | 4, p.Asp770_Val774dup | 5, 14
4 p.GIn761_Ala763dup | 6, p.Gly810Asp | 7, 3
3 p.His773_Val774dup | 8, p.Pro772_His773dup | 9,
p.Ser768_Asp770dup | 10, p.Ser768lle | 11, p.Thr790Met
| 88, inconclusivo|99, Nao realizado
EGFR_ex 21
1 0, WT|1, p.Ala859Thr | 2, p.His850Asp e p.Leu858Arg | 3, | 14
4 p.Leu833Val | 4, p.Leu858Arg | 5, p.Leu858Arg e 4
4 p.Glu829GlIn | 6, p.Leu861GIn | 7, p.Val834Leu e
p.Leu858Arg |88, Inconclusivo|99, Nao realizado
1
14
4 | Cobas egfr
5
5
1
asn 14
4 6
6




84

Andlises BRAF

1 | asn_cat 14
4
7 0, Low | 1, Intermediate | 2, High 7
1 | afr 14
4 8
8
1 | afr_cat 14
4
9 0, Low | 1, Intermediate | 2, High 9
1 | eur 15
> 0
0
1 | eur cat 15
5
1 0, Low | 1, Intermediate | 2, High 1
1 | ame 15
> 2
2
1 | ame_cat 15
5
3 0, Low | 1, Intermediate | 2, High 3

51, ID: 15 campo repetido
. 4 por piping
4
1
5 | ID extragdo 15
5
5
1 .
15 campo repetido
5 | RH: ep
6 por piping
6
: 15 campo repetido
5 | Status EGFR final: p _ p
7 7 por piping
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EGFR selvagem 15
3 Campo calculado
0= N3o; 1=Sim
DNA 195
Tem DNA? 16
0,Nao | 1,5im | ©
Tem amostra bloco? 16
0,Nao | 1,5im | 1
ID bloco 126
1
Data de extragao 36
~ 16
Concentragao nanodrop 4
16
Concentracao Qubit 5
Exon 11
Data de PCR Exon 11 16
6
Amplificagdo Exon 11 16
0,Nao|1, Sim | 7
Sequenciamento Exon 11 16
0,Nao | 1,5im | 8
Eletroferograma Exon 11 16
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Exon 15

; Data de PCR Exon 15 107
0

1 | Amplificagdo Exon 15 17
I 0, Nao|1, Sim | 1
1 | Sequenciamento Exon 15 17
; 0,Nao | 1,Sim | 2
; Eletroferograma Exon 15 137
3

Resultado

1 | Mutacdo 17
47; 0, Nao|1, Sim 4
; Analise eletroferograma 17
5 5
1 | Mutacdo codon 17
Z 1, D594|2, N581|3, G466|4, S467|5, V600|6, Outra | ©
1 | variacio 17
’ 7
7

; Outra mutacdo 17
3 8

L e
Metilagdo HOXA9

1 | Anélise para HOXA9? 17
; 0,Nao | 1, Sim | 2
1 | Ha DNA disponivel? 18
g 0,Nao | 1,Sim | ©
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1
8 | Identificacdo DNA 118
1
1
8 | ID Bloco 128
2
Experimento

1 | Quantificagdo por Qubit 18
8
3 Em ng/ul | 3
1 | Data da conversdo de bissulfito 18
8
4 4
1 | Concentracdo de DNA para conversdo de bissulfito 18
8
5 Em ng/ul 5
1 | Data da ddPCR 18
8 6
6
1 | Lote da conversdo de bissulfito mesmo mix 18
8
7 7
1 Concentragdo de DNA para ddPCR xDNA/ul + yH20=z
g | ne/ul 18

8
8
1 | Lote de dDPCR mesmo mix 18
8
9 9

Resultado

1 | Andlise da ddPCR mesmo mix 19
9
0 0
1 | Nivel de metilacdo HOXA9 19
9
1 1
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Dados SISONCO
; ID: 19 campo repetido
. 2 por piping
2
51) RH: 19 campo repetido
3 . 3 por piping
1
7 . 1 .
9 | Tipo histolégico: 49 camgs rieF;stldO
4 por piping
1
1 .
9 | Status EGFR: 59 cams: rieFi)stldo
5 por piping
1 .
9 | Status KRAS: 169 cam(r;? riel?stldo
6 por piping
1 | Status EGFR - 2 categorias 19
9 7 campo calculado
7 0=WT/1=Mutado
1 | Status KRAS - 2 categorias 19
9 3 campo calculado
8 0=WT/1=Mutado
1 | Fez Imunohistoquimca ALK? 19
9
9 0,Nao | 1,Sim | 2
2 | Resultado 20
0
0 1,ALK positivo | 2,ALK Negativo | ©
2
0 | Numero do Bloco 210
1
2 | Fez FISH? 20
0
2 0,Nao | 1, 5im | 2
2 | Qual alvo? 20
: 3

1,ALK | 2,RET| 3,ROS1
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2 | Resultado 20
0
4 0,Negativo | 1,Positivo 4
2 | Nimero do Bloco 20
0 5
5
Extragao RNA
2 | Material disponivel 20
0
6 0,Nao | 1,5im | ©
2
2
0 | Bloco parafina 70
7
2
0 | ID extragao RNA 280
8
2
e 20
0 | Quantificacdo RNA 9
9
2 | Quantidade RNA suficiente? 21
1
0 0,Nao | 1, Sim | ©
Analise NanoString
2 | Realizado nanostring? 21
1
1 0,Nao | 1,5im | 1
2 | Quantidade RNA usada na reacdo 21
1
2
2
2 | Resultado NanoString 21
1
3 0,Negativo | 1,Positivo 3
2 | Se positivo, qual alvo? 21
1 4

1,ALK | 2,RET| 3,ROS1 | 4,NTRK1
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2 | |D Cartucho 21
1 5
5
Dados Validagao
2 21
1 | Validagdo por IHC-ALK? 0, Nao | 1, Sim 6
6
2 21
1 | Resultado 0,Negativo | 1,Positivo 7
7
2 21
1 | Validagao por FISH? 0, Nao | 1, Sim 3
8
2 21
1 | Qual Alvo? 1,ALK | 2,RET| 3,ROS1|4,NTRK1 9
9
2 22
2 | Resultado 0,Negativo | 1,Positivo 0
0
Arquivo rcc
2
2 | Upload do arquivo rcc 212
1

Desfecho

2

e ~ 22
2 | Data da ultima informacao 5
2

Status atual

2 0,Vivo sem doenga|1,Vivo com doenga|2,0bito pelo | 22
2 tumor|3,0bito toxicidade | 4,0bito comorbidade|5,0bito | 3
3 pos-cirurgia|6,0bito indetermin|7,Perda seguimento|8,

OBITO PELO 22 TUMOR PRIMARIO |99, IGNORADO
2

. Cles 22

2 | Tempo entre diagndstico e ultimo status (em meses) 4 campo calculado
4
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toxicidade. No entanto, observou-se diferangas de respostas ao tratamento em certos grupos. Mutagées
encontradas no gene EGFR em NSCLC, a maioria localizadas nos éxons 18-21, explicam parte destas
diferencas. E estas mutacdes tem sido correlacionadas com a sensibilidade a EGFR- TKls. Apesar da
resposta favoravel ao tratamento com TKis, praticamente metade dos pacientes NSCLC, apresentam
recaida com aquisi¢do de resisténcia, que tem sido caracterizada como eventos moleculares secundarios
responsaveis pela recidiva do tumor. Variagdes genéticas em genes envolvido na via de sinalizagéo de
EGFR (via/ RAF / MAPK / ERK e PI3K/AKT/mTOR), também podem modular a sinalizagéo através destas
vias e resultar na variagdo do desenvolvimento de toxicicidade ou na evolugdo clinica do paciente pés-
terapia. Recentemente, rearranjos cromossémicos envolvendo os oncogenes ALK, RET e ROS, foram
identificadas como importantes alteragdes na tumorigénese pulmonar. Além disto, recentemente vem sendo
observado também uma clara variagéo etnica com a relagdo a frequencia das mutacées EGFR e nos genes
envolvido em sua via de sinalizagdo, mostrando a preocupagéo que se deve ter com as terapias alvo contra
NSCLC em diferentes regides do mundo, considerando os diferentes subconjuntos clinicos. Portanto o
presente projeto tem como objetivo caracterizar a frequéncia de mutagdes no oncogene EGFR e em genes
relacionados em sua via de sinalizagdo, correlacionando-os com o impacto de sobrevida ao Erlotinib nos
pacientes com cancer de pulméo atendidos pelo H.C, validar a analise do status de metilagdo do residuo
CpG ¢g05575921 como marcador biolégico sanguineo associado a exposigdo ao tabaco, analisar o status
de metilacdo do gene HOXA9 e seu papel como fator prognostico e, por ultimo, comparar métodos de
deteccdo de mutagdes mais sensiveis, conciliando ao custo beneficio para a pratica clinica de diagnéstico.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO:

Estudar biomarcadores terapéuticos em paciente com cancer de pulméo do Hospital de Cancer de Barretos
(HCB).

OBJETIVO SECUNDARIO:

1. Detecgao da frequéncia das mutagcdes EGFR + KRAS (Rotina Padrdao Mundial/ Cancer de Pulméo) em
pacientes com cancer de pulméo do HCB;

2. Detecgao da frequéncia de alteragdes moleculares em genes da via de sinalizagdo de EGFR;

3. Comparacao de diferentes metodologias de detec¢do de mutagdes no gene EGFR;

4. Determinar o perfil de rearranjos de ALK, RET e ROS1 pela metodologia nCounter® / NanoString

5. Avaliar o status de metilacao do gene HOXA9 como biomarcador para risco de recorréncia;
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6. Determinagao de Ancestralidade e seu impacto na frequéncia de alteragdes dos genes anteriormente
analisados;

7. Validar a analise do status de metilagéo do residuo CpG cg05575921 como marcador

biolégico sanguineo associado a exposigao ao tabaco nas amostras e associar os resultados obtidos com o
status de mutacédo do gene KRAS.

8. Avaliacdo do impacto das mutagdes na sobrevida global dos pacientes e ao tratamento com TKis.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS:

O presente estudo é retrospectivo, ndo oferecendo qualquer risco aos pacientes envolvidos, salvaguardando
o sigilo dos pacientes em todas as etapas do trabalho e o esgotamento do material biolégico. No entanto, os
pesquisadores se comprometem a tomar as medidas necessarias para manter o sigilo dos dados paciente e

tambem a nao esgotar o material biolégico.

BENEFICIOS:

A partir do conhecimento da caracteristica de nossa populagdao podemos indicar um tratamento
personalizado, com provavel interferéncia no prognéstico e/ou resposta a terapia dependendo do genétipo
do paciente.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A presente submissao trata-se de E2 ao projeto para aprovagéo dos seguintes documentos:

- Projeto_DrRui_DiagnosticoMolecular_EmendaFINAL.docx;
- Form_Emenda_Signed.pdf;

- Formulario_EMENDA_Junho2017.docx;

- PB_INFORMAGOES_BASICAS_910771_E2.pdf

Neste momento, os pesquisadores submetem uma emenda, com os seguintes objetivos:
1. Analisar o status de metilagdo do residuo CpG cg05575921, marcador biolégico sanguineo associado a
exposi¢cdo ao tabaco, por meio do ensaio Smoke Signature™ Assay em amostras de DNA extraidas a partir

de buffy coat obtido de sangue periférico dos participantes do presente estudo;

2. Realizar a analise de metilagdo do gene HOXA9 para todos as amostras da casuistica do
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presente projeto, a partir das amostras de DNA tumoral previamente extraidas (FFPE). A metilagdo deste
gene tem sido considerada marcador de recorréncia em adenocarcinomas de pulmao em estagios iniciais
(Robles, A.l., et al. 2015);

3. Inclusdo de membros da equipe:

- Dr. Pedro de Marchi, Oncologista Clinico, Hospital de Cancer de Barretos / Fundagédo Pio XIl — Barretos,
Brasil.

- Dra. Ana Carolina Carvalho, Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital de Cancer de
Barretos / Fundacao Pio XIl — Barretos, Brasil, Pesquisadora.

- Dra. Leticia Ferro Leal, Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital de Cancer de Barretos /
Fundacédo Pio Xl — Barretos, Brasil, Pesquisadora.

- Lazaro Novaes, residente em Biomedicina, Hospital de Cancer de Barretos / Fundagéo Pio Xll — Barretos,

Brasil.

4.As alteragbes propostas nao alteram os riscos e beneficios do projeto original e assim, ndo apresentam
impacto ético para esta submissao.

5. O presente estudo é retrospectivo, ndo oferecendo qualquer risco aos pacientes envolvidos,
salvaguardando o sigilo dos pacientes em todas as etapas do trabalho e o esgotamento do material
biolégico. No entanto, os pesquisadores se comprometem a tomar as medidas necessarias para manter o
sigilo dos dados paciente e tambem a nao esgotar o material biolégico.

N&o ha beneficio direto para o paciente participante do estudo. O potencial beneficio do estudo para a
sociedade é a melhor caracterizagdo do papel de bactérias na carcinogénese de tumores colorretais,
podendo viabilizar a utilizagéo de estratégias de prevencao baseadas no manejo do microbioma intestinal.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram adequadamente apresentados.

Recomendacoes:

1. No documento “Projeto_DrRui_DiagnosticoMolecular_EmendaFINAL”, item "Aspectos éticos/analise de
riscos e beneficios", |1é-se: Nao ha beneficio direto para o paciente participante do estudo. O potencial
beneficio do estudo para a sociedade é a melhor caracterizagédo do papel de bactérias na carcinogénese de
tumores colorretais, podendo viabilizar a utilizagdo de estratégias
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SE

de prevencgao baseadas no manejo do microbioma intestinal. Claramente trata-se dos beneficios de outro

projeto. Recomenda-se corregao.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem obices éticos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagéo Pio XII - Hospital de Cancer de Barretos analisou o(s)

seguinte(s) documento(s) do projeto 630/2012, e:

- Aprovou a emenda ao estudo, submetida em 04/09/2017;

Apods andlise do(s) documento(s) supracitado(s), o Comité faz a seguinte recomendacao:

(x ) O Estudo deve Continuar;

() O Estudo dever ser Interrompido;

() O Estudo esta Finalizado;

() Solicita-se Esclarecimento;

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_910771| 04/09/2017 Aceito
do Projeto E2.pdf 07:42:35
Qutros Formulario_EMENDA_Junho2017.docx | 04/09/2017 |Leticia Ferro Leal Aceito

07:42:10
Recurso Anexado Form_Emenda_Signed.pdf 01/09/2017 |Leticia Ferro Leal Aceito
pelo Pesquisador 12:05:58
Projeto Detalhado / |Projeto_DrRui_DiagnosticoMolecular_E | 24/08/2017 |Leticia Ferro Leal Aceito
Brochura mendaFINAL.docx 07:01:26
Investigador
Folha de Rosto Folha de rosto pesquisa.pdf 19/07/2012 Aceito
09:54:03
Qutros CEP_DOUTORADO_Carolina_Dias[1].d| 15/07/2012 Aceito
oc 12:08:33
Outros Declaragéo de ciéncia e autorizagdo de | 13/07/2012 Aceito
estudo.pdf 14:31:47
Outros Declaragéo de ciéncia e autorizagdo 13/07/2012 Aceito
Enderego: Rua Antenor Duarte Vilela, 1331
Bairro: Dr. Paulo Prata CEP: 14.784-400
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Qutros de estudo 6.pdf 14:31:32 Aceito

Outros Declaragéo de ciéncia e autorizagdo de | 13/07/2012 Aceito
estudo 5.pdf 14:31:04

Qutros Declaragéo de ciéncia e autorizagdo de | 13/07/2012 Aceito
estudo 4.pdf 14:30:43

Qutros Declaragéo de ciéncia e autorizagdo de | 13/07/2012 Aceito
estudo 3.pdf 14:30:27

Qutros Declaragdo de ciéncia e autorizagdo de | 13/07/2012 Aceito
estudo 2.pdf 14:30:12

Qutros Declaragdo de ciéncia e autorizagdo de | 13/07/2012 Aceito
estudo 1.pdf 14:29:57

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:

UF: SP
Telefone:

BARRETOS, 03 de Outubro de 2017

Assinado por:

Thiago Buosi Silva

(Coordenador)

Rua Antenor Duarte Vilela, 1331
Bairro: Dr. Paulo Prata
Municipio: BARRETOS

(17)3321-0347

CEP: 14.784-400

Fax: (17)3321-6600 E-mail:

cep@hcancerbarretos.com.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Andlise do Perfil Molecular do Cancer de Pulmao
Pesquisador: Leticia Ferro Leal

Area Tematica:

Versao: 11

CAAE: 55631316.2.0000.5437

Instituigao Proponente: Fundagéo Pio XI|

Patrocinador Principal: Fundagéo Pio XII

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.892.263

Apresentacgao do Projeto:
As informagdes elencadas nos campos denominados "apresentagéo do projeto”, "objetivos” e "avaliagéo dos
riscosebeneficios”foramretiradasdodocumentointitulado

“PB_INFORMACOES_BASICAS_1211283_E5.pdf’ (submetido na Plataforma Brasil em 30/08/2018)

RESUMO:

O carcinoma do pulmao esta entre as principais causas de morte em homens e mulheres por cancer em
todo o mundo. A Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancer estima que cerca de 1,8 milhdes de novos
casos de cancer de pulmao e quase 1,6 milhdes de mortes tenham ocorrido em 2012, com projecdes
ascendentes em algumas partes do mundo. Apenas 15% dos casos de pulmédo sao diagnosticados em
estagios iniciais da doencga, quando o tratamento é mais eficiente, e os pacientes apresentam taxa de
sobrevida inferior a 20%. A maioria dos casos de cancer de pulméo (85%) é do tipo carcinoma nao
pequenas células (NSCLC), que pode ser subdividido em trés principais: carcinoma de células escamosas,
carcinoma de grandes células e adenocarcinoma. Ha também o carcinoma de pulméo de pequenas células
(SCLC), de menor frequéncia, encontrado em grande parte nos brénquios primarios e secundarios,, com alto
potencial metastatico. O desenvolvimento do cancer de pulmao esta associado com extensa inflamagéao
pulmonar e fortemente associado ao tabagismo. Este tipo de neoplasia apresenta perfis mutacionais
variados e
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complexos, o que torna seu entendimento um desafio de grandes proporgdes. O presente estudo tem como
principal objetivo avaliar uma série retrospectiva de pacientes do Hospital de Cancer de Barretos com
diferentes estagios do cancer de pulméao e investigar, nestes pacientes, o perfil molecular das amostras
tumorais e identificar alteragdes associadas a este tipo de tumor tanto em estagios iniciais como em
estagios mais avancados e correlacionar estes perfis com as caracteristicas clinicas dos pacientes. Além
disso, pretendemos validar o perfil mutacional observado nos tumores em amostras de biépsia liquida dos
pacientes. Os resultados do presente projeto poderéo contribuir de forma significativa para elucidacdo de
mecanismos envolvidos na tumorigénese pulmonar, bem como na identificacdo de marcadores tumorais que
permitam o diagnéstico precoce da doenca e também marcadores com possivel valor prognéstico.

INTRODUGAO:

1. INTRODUCAO: O carcinoma do pulmé&o esta entre as principais causas de morte em homens e mulheres
por cancer em todo o mundo (1). A Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancer estima que cerca de 1,8
milhdes de novos casos de cancer de pulméo e quase 1,6 milhdes de mortes tenham ocorrido em 2012,
com projegdes ascendentes em algumas partes do mundo. (2). Apenas 15% dos casos de pulmao sao
diagnosticados em estadiamento iniciais da doenga, quando o tratamento é mais eficiente. Contudo, a taxa
de sobrevida oscila de 14 a 17% (3, 4).Histologicamente, o cancer de pulméo é dividido em dois principais
tipos: o de células pequenas (SCLC, do inglés Small Cell Lung Cancer) e o ndo pequenas células (NSCLC,
do inglés Non Small Cell Lung Cancer) (5). Aproximadamente 80 a 85% dos casos de cancer de pulmao sao
diagnosticados como sendo do tipo histolégico NSCLC, apresentando-se localmente avangados ou com
metastase em aproximadamente 70% (1, 5, 6). Podem ainda ser subdivididos em: carcinoma de células
escamosas, carcinoma de grandes células e adenocarcinoma. Com base nesta subdivisédo, o
adenocarcinoma € o tipo histolégico mais comum e frequentemente se manifesta na forma de massa
periférica com aspectos microscoépicos caracteristicos que incluem formacao glandular, geralmente com
produgdo de mucina. O carcinoma de células escamosas tem maior correlagdo com o tabagismo,
geralmente surge no hilo ou préximo a ele e os aspectos microscépicos variam desde o fenétipo de
neoplasia queratinizante, bem diferenciada, até tumor anaplasico. O carcinoma de grandes células
representa, provavelmente, um carcinoma de células escamosas ou adenocarcinoma pouco diferenciado
que, em certas ocasides, pode apresentar elementos histolégicos peculiares, como células gigantes e
células claras (7).1.1. Carcinomas nao pequenas células do pulmao:Muitos portadores de NSCLC com
estadios | e Il beneficiam-se de
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resseccgdo cirlrgica, enquanto pacientes com doenga avangada sdo candidatos aos tratamentos nao
cirurgicos (8). A introducdo de agentes antiangiogénicos e dos inibidores dos receptores tirosina-quinase,
como o do fator de crescimento endotelial (EGFR), melhorou a resposta terapéutica de um grupo
selecionado de pacientes com NSCLC. A selecdo de pacientes candidatos a estas novas terapias é
baseada no reconhecimento de diferentes subtipos histolégicos e mutagdes genéticas que influenciam a
biologia tumoral e prediz a eficacia da droga (9).A patogénese do cancer de pulméo é complexa e
acreditase que ocorra devido a uma integragéo de fatores ambientais e genéticos (10). Embora o tabagismo
seja o fator de risco fortemente ligado a esta doenca, o cancer de pulméao entre ndo fumantes é, atualmente,
a sétima principal causa de morte por cancer (11). Entretanto, outros fatores relacionados por exemplo, as
atividades laborais, como exposigdo a asbesto, raddnio e certos metais (cromo, arsénio, cadmio, silica e
niquel), fumaca de carvdo e poluicdo ambiental, além de hormoénios, doenca pulmonar prévia e fatores
dietéticos, estdo associados com a doenga e tém recebido maior atengao, principalmente entre os nao
fumantes (11-13). Sabe-se, entretanto, que i) menos de 20% dos fumantes desenvolvem cancer de pulméo,
ii) aproximadamente 25% de ndo fumantes desenvolvem a neoplasia pulmonar e, iii) o cancer de pulméo é
uma importante causa de mortes também entre os ndo fumantes (12, 13). Isto significa que fatores além
daqueles ja bem conhecidos, devem existir mais agentes causadores da doenca, que poderiam atuar
isoladamente ou sinergicamente (12, 14) .1.2. Carcinomas pequenas células do pulmao:O carcinoma
pequenas células de pulméao (SCLC) afeta mais de 200.000 pessoas em todo mundo anualmente,
correspondendo de 15 a 20% de todos os casos da doenga diagnosticados, apresenta taxa de mortalidade
muito elevada e, clinicamente, é frequentemente diagnosticado quando ha metastase, e pela presenca de
sinais e sintomas como tosse, falta de ar, dor no peito, fraqueza e perda de peso (15). Portanto, trata-se de
um subtipo de cancer de pulméao muito agressivo (16), morfologicamente caracterizado por pequenas
células de bordas mal-definidas, citoplasma escasso (17), cromatina nuclear granular e nucléolos ausentes
ou discretos (16). Ainda, a necrose é geralmente extensa e ha alta atividade mitética das células
neoplasicas (18). Embora exista a classificacédo histopatolégica em NSCLC e SCLC, nem sempre é possivel
fazer essa distingdo porque ha caracteristicas mistas devido ao grande nimero de células que expressam
niveis variaveis de marcadores neuroenddcrinos, alveolares e bronquiolares. 1.3. Aspectos moleculares do
cancer de pulmdo1.3.1. EGFRO receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR, do inglés epidermal
growth factor receptor) € uma glicoproteina transmembrana com um dominio intracelular com atividade de
tirosina quinase (19). Mutagdes no gene EGFR levam a ativagdo do receptor codificado por este gene
desencadeando a ativagdo das vias de sinalizagao
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subsequentes envolvidas na proliferacdo, diferenciacdo e ciclo celular atuando na transformacéo e
progressao neoplasica. Estas mutagdes ocorrem mais comumente nos exons 19 e 21 e sao frequentemente
encontradas em alguns subtipos de cancer de pulmdo, como os adenocarcinomas e NSCLC. Dentro do
subtipo NSCLC, as mutagdes do gene EGFR estédo presentes em aproximadamente 10 a 15% dos tumores,
sendo essas mutagdes mais comuns em pacientes do sexo feminino, pacientes ndo fumantes e pacientes
de etnia asiatica, sendo que esta frequéncia sobe para, aproximadamente, 50% em pacientes de asiaticos
(20, 21). A presenga de mutagdes no gene EGFR esta associada ao prognéstico dos pacientes, a
sensibilidade e melhor resposta do tumor a pequenas moléculas inibidoras de tirosina quinases (Figura 1),
tal como Erlotinib e Gefitinib (22-26). 1.3.2. KRASO gene KRAS (do inglés Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog) codifca uma proteina de mesmo nome, membro da superfamilia das pequenas
GTPases e que atua como mensagem secundario envolvido na proliferagado celular (28, 29). Esta proteina
desempenha fungdes oncogénicas e tem sido associada a malignidades diversas, incluindo carcinoma de
pancreas, colorretal e de pulméao (29-31).As mutagdes do gene KRAS sdo mais comuns no subtipo NSCLC
e cerca de um tergo dos pacientes com este subtipo tumoral sdo carreadores de mutagdes somaticas
presentes nos coédons 12 e 13 deste gene (32). Ao contrario das mutagdes do gene EGFR, as mutagdes no
gene KRAS sédo associadas a pacientes fumantes e progndstico desfavoravel. (33, 34). Até o momento, ndo
ha terapia alvo eficaz para os pacientes carreadores de mutagcdes no gene KRAS, no entanto, estes
pacientes parecem nao se beneficiam das terapias com inibidores de tirosina quinase (35). Além disso,
pacientes com mutagdes nos genes EGFR e KRAS concomitantemente ndo apresentaram beneficios com o
tratamento dos inibidores do EGFR (36). 1.3.3. EML-ALKA quinase de linfoma anaplasico (ALK, do inglés
Anaplastic lymphoma kinase) € um receptor tirosina quinase com fungdes biolégicas ainda ndo esclarecidas.
O gene ALK, codificador desta quinase, € normalmente expresso no intestino delgado, testiculos e sistema
nervoso central de humanos adultos (37). A translocagédo do gene, resultado da fusdo de pequenas
inversdes do cromossomo 2p, tem atividades oncogénicas em NSCLC (38). A frequéncia desta alteracao
nos pacientes com este subtipo do cancer de pulméo é inferior a 15% (38-40). O gene codificador da
proteina equinoderma associada a microtubulos do tipo 4 (EML4, do inglés echinoderm microtubule
associated protein like 4) localiza-se no brago curto do cromossomo 2 préximo da localizagéo do gene ALK
(38). Uma inversao no brago curto do cromossomo 2 nos loci 21 e 23 resulta em um gene composto pela
fusdo do gene ALK com o gene EML4. A proteina quinase codificada por este “novo“ gene é altamente
oncogénica e é responsavel pela origem dos NSCLC em um subgrupo de pacientes (38). A presenca da
translocagcéo ALK-EML4 e a presencga de
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mutacgdes nos genes EGFR e KRAS séo, geralmente, mutualmente exclusivas (39, 40). Por esta razéo e
também pela frequéncia da translocagcdo ALK-EML4 ser inferior a presenca de mutagdes dos genes EGFR e
KRAS, recomenda-se realizar a investigagdo da translocagdo ALK-EML4 em casos que mutagdes nos
genes EGFR e KRAS forem ausentes (41). O crizotinib, um inibidor oral do dominio de tirosina quinase de
ALK, mostrou-se eficaz em diminuir a atividade tumoral em linhagens celulares e em prolongar a sobrevida
global e a sobrevida livre de progressdo da doenca em pacientes com NSCLC carreando translocacdes do
gene ALK (42, 43). Portanto, a detecgdo das translocagdes de ALK faz-se importante para predizer uma
resposta clinica favoravel ao crizotinib quando alteragées dos genes EGFR e KRAS estédo ausentes (44).Até
o momento, o Unico teste diagndstico para detecgdo dos rearranjos de ALK em NSCLC aprovado pelo FDA
para uso clinico é o FISH (41). No entanto, novas tecnologias ja tem sido utilizadas com o mesmo fim,
inclusive com a possibilidade de se avaliar rearranjos em outros genes concomitantemente, como as fusdes
envolvendo os genes RET e ROS1 (45). 1.4. Biomarcadores do cancer de pulmdaoMarcadores tumorais
biolégicos sdo produtos moleculares secretados pelo tecido neoplasico e caracterizado em células e fluidos
corporais capazes de distinguir o que esta em condi¢cdo normal ou cancerosa (29, 46). Estes biomarcadores
encontrados nos fluidos bioldégicos podem ser proteinas, RNAs, miRNAs, DNAs metilados e células tumorais
circulantes. A identificacdo dos marcadores biolégicos podem auxiliar na determinagéo do estadiamento
tumoral, podem predizer recorréncia e podem auxiliar no monitororamento da resposta ao tratamento
(47).Dentre os fluidos corporais, o sangue é o mais comumente utilizado em estudos para investigagdo de
biomarcadores por ser de facil acesso e por ser coletado dos pacientes para analises bioquimicas
rotineiramente (47).Nos ultimos anos, muito estudos surgiram avaliando biomarcadores em cancer de
pulmao. Estes biomarcadores tém sido identificados, principalmente, com fins de prognéstico, diagndstico,
predicdo e detecgéo precoce da doenga. Dentre os principais biomarcadores de cancer de pulmdo destacam
-se os fragmentos de citoqueratina 19 (CYFRA, do inglés Cytokeratin 19 Fragments), o antigeno
carcinoembrionario (CEA, do inglés CarcinoEmbrionic Antigen), antigeno SCC, enolase neurdnio-especifica
(NSE, do inglés Neuron-Specific Enolase), peptideo liberador de progastrina (ProGRP, do inglés
ProgastrinReleasing Peptide), EGFR, sendo este ultimo o marcador mais importante do ponto de vista
pratico, devido a sua importancia na terapéutica da doenca, como supracitado (47). As células tumorais
circulantes (CTC) estdo presentes na corrente sanguinea de pacientes com tumores sélidos e
desempenham um papel importante na metastase (48). O desenvolvimento de novas tecnologias, tais como
os sequenciamentos de nova geracgdo e a PCR digital, tem permitido a utilizagdo das CTCs como bidpsia
liquida, em especial em tecidos tumorais
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em que a remogao e/ou a biépsia sdo um desafio, como € o caso do tecido pulmonar (49, 50). Como
supracitado, deteccdo de mutagdes no gene EGFR sdo fundamentais para o tratamento e para a predigéao
do prognostico dos pacientes carreadores destas mutacdes (26). Estas mutagdes foram detectadas em 84%
das amostras de bidpsia liquida de pacientes com NSCLC por sequenciamento de nova geragao, resultado
este compativel com os resultados encontrados no tecido tumoral (51). Desta forma, a identificacéo de
mutacdes com papel importante na tumorigénese pulmonar, como as mutagées do gene EGFR, em
amostras de facil obtengdo aumenta as chances de diagndéstico mais precoce e permite o monitoramento da

doenca de forma menos invasiva.

HIPOTESE:

A hipétese do presente estudo é que a identificagdo de biomarcadores por meio da analise do perfil
molecular do cancer de pulmdo poderdo auxiliar na detecgédo precoce da doenga e no monitoramento da
resposta ao tratamento bem como na determinagdo do estadiamento tumoral e na predi¢édo de recorréncia.
Além disso, a identificagdo destes biomarcadores abrem perspectivas para novos alvos terapéuticos que
poderao, no futuro, ser aplicados a pratica clinica.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO:
Elaborar o perfil molecular envolvendo mutagdes somaticas, rearranjos e alteragdes cromossomicas,
expressdo de miRNAs e dos principais genes envolvidos com a carcinogénese humana e correlacionar com
as informacgdes epidemiolégicas e clinico-laboratoriais dos carcinomas de pulmao do Hospital de Cancer de

Barretos.

OBJETIVO SECUNDARIO:

i Realizar o perfil mutacional somatico das amostras com cancer de pulmao em estagios iniciais (n=200)
por exoma;

ii. Realizar o estudo de rearranjos (ALK, RET e ROS1) e alteragées cromossémicas (CNV) por NanoString
em 100 casos de cancer de pulméao;

iii. Realizar o perfil de expressdo génica do painel PanCancer (770 genes) e de miRNAs (800 alvos) por
NanoString em 100 casos de cancer de pulméao e 20 controles normais;

iv.  Levantamento sociodemografico e clinicopatolégico dos 100 casos a serem avaliados por meio da
andlise de prontuarios;
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v.  Correlacionar os achados moleculares com os achados sociodemogréficos e clinicopatolégicos;
Vi. Detectar as mutacdes e microRNAs mais frequentes identificadas pelo exoma em biépsia liquida
destes pacientes por NGS e PCR digital.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS:

Nao ha risco de identificacdo de alteracdes hereditarias (mutagdes germinativas) e, portanto, ndo ha
possibilidade de encontrar, acidentalmente, nenhum tipo de cancer hereditario. O risco principal deste
estudo é a quebra acidental de sigilo, que os pesquisadores cuidadosamente vao procurar minimizar,
tomando todo o cuidado necessario e utilizando medidas de segurangca quanto a confidencialidade,
privacidade e armazenamento de dados. O estudo é considerado de baixo risco para o paciente por ndo
envolver procedimentos invasivos e por se tratar de um estudo retrospectivo. A analise molecular sera
realizada retrospectivamente nos tecidos de amostras de carcinomas de pulmao congeladas e em tecidos
de lesdes incluidos em blocos de parafina bem como tecidos de pulmao normal incluidos em parafina

provenientes de individuos que tiveram morte subita ou acidental.

BENEFICIOS:

N&o ha beneficio para o paciente participante do estudo. O potencial beneficio do estudo para a sociedade é
que por meio do perfil de mutagdes somaticas, possa ser caracterizado molecularmente o tipo de tumor, o
que pode propiciar o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos futuros. Além disso, este estudo pode
possibilitar subsidios para uma avaliagdo dos fatores e profissées de risco de desenvolver o cancer de

pulmao.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A presente submisséo trata-se de E5 ao projeto para aprovagéo dos seguintes documentos:

- Perfil_Molecular_do_Cancer_de_Pulmao_HCB_EMENDA_6.docx;
- Formulario_EMENDA_Ago02018.pdf;

- Formulario_EMENDA_Ago2018.docx;

- PB_INFORMACOES_BASICAS_1211283_E5 pdf
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos foram apresentados adequadamente.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Sem obbices éticos.

Consideragées Finais a critério do CEP:
O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagéo Pio XII - Hospital de Cancer de Barretos analisou o(s)
seguinte(s) documento(s) do projeto 1139/2016, e:

- Aprovou a emenda ao estudo, submetida em 30/08/2018;

Apos andlise do(s) documento(s) supracitado(s), o Comité faz a seguinte recomendagao:
(x ) O Estudo deve Continuar;

() O Estudo dever ser Interrompido;

() O Estudo esta Finalizado;

( ) Solicita-se Esclarecimento;

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_121128| 30/08/2018 Aceito
do Projeto 3 ES5.pdf 09:49:25
Qutros Formulario_EMENDA_Ago2018.docx 30/08/2018 | Leticia Ferro Leal Aceito
09:48:17

Qutros Formulario_EMENDA_Ago2018.pdf 30/08/2018 |Leticia Ferro Leal Aceito
09:47:59

Projeto Detalhado / |Perfil_Molecular_do_Cancer_de_Pulma | 30/08/2018 |Leticia Ferro Leal Aceito

Brochura o_HCB_EMENDA_6.docx 09:46:04

Investigador

Folha de Rosto folhaDeRosto_n200_Signed.pdf 24/10/2017 |Leticia Ferro Leal Aceito
11:09:10

Qutros Cadastro_Projeto_n200.pdf 24/10/2017 |Leticia Ferro Leal Aceito
11:08:02
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QG

Qutros Levantamento_material_biologico.xIsx 13/06/2016 | Leticia Ferro Leal Aceito
10:24:22

Outros Declaracao_ciencia_estudo_Chefia.pdf | 29/04/2016 |Leticia Ferro Leal Aceito
12:52:43

Outros Declaracao_Fonte_de_Financiamento_P| 25/04/2016 |Leticia Ferro Leal Aceito
ioXIl.pdf 14:00:26

Qutros Declaracao_Responsabilidade_Pesquis | 25/04/2016 |Leticia Ferro Leal Aceito
ador.pdf 10:36:11

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Endereco:

UF: SP
Telefone:

BARRETOS, 13 de Setembro de 2018

Assinado por:

Maicon Fernando Zanon da Silva

(Coordenador)

Rua Antenor Duarte Vilela, 1331
Bairro: Dr. Paulo Prata
Municipio: BARRETOS

(17)3321-0347

CEP: 14.784-400

Fax: (17)3321-6600 E-mail:

cep@hcancerbarretos.com.br
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Anexo C — Artigo Cientifico

Declaro que o artigo cientifico estd em fase de construcao.



